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RESUME 
HnRNP Al est une protéine impliquée dans la sélection des sites 5' d'épissage in 
vitro et in vivo. Il est connu que son domaine riche en glycines est important pour 
médier son activité dans l' épissage alternatif. Le modèle « looping-out » a été 
proposé comme mécanisme d'action de Al; lorsque Al lie des sites de haute affinité 
localisés dans la région intronique de part et d'autre d'un exon alternatif, l'exclusion 
de celui-ci est favorisé par une interaction Al-Al impliquant le domaine riche en 
glycines. Les régions et les acides aminés impliqués dans l'interaction Al-Al restent 
méconnus. Une mutagénèse aléatoire de l'ADNc de Al, suivie d'une approche 
génétique chez la bactérie basée sur la répression traductionnelle, nous a permis 
d'aborder l'importance du domaine riche en glycines et du domaine RRM2 dans la 
liaison coopérative de la protéine hnRNP Al à l' ARN. La majorité des mutants 
identifiés montrent un défaut au niveau de l'interaction Al-Al lorsque quantifiés 
dans un essai double-hybride chez la levure. Plusieurs régions dans les domaines 
riches en glycines et dans le domaine RRM2 pourraient ainsi participer à l'interaction 
Al-Al. L'analyse sur gel de retardement montre que certaines mutations dans le 
domaine RRM2 atténuent grandement la capacité de A 1 à lier les acides nucléiques, 
suggérant que le RRMl seul est insuffisant pour une liaison forte de Al. Enfin, 
l'étude de ces mutants dans la sélection de sites d 'épissage 5' in vitro suggère que 
l'interaction Al-Al est impliquée dans le mécanisme de modulation de l'épissage 
alternatif. Donc, les acides aminés participants à l'interaction Al-Al influencent 
hnRNP Al dans son activité sur l'épissage alternatif. 
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La cellule constitue la plus petite unité biologique pouvant vivre de manière 
indépendante. À travers l'évolution, elle est devenue structurellement plus complexe 
en fonction de ses besoins ainsi que par ses interactions avec son environnement. Afin 
de survivre, la cellule nécessite une fine régulation de l'expression de ses gènes, et 
cette régulation apparaît à divers niveaux chez les eucaryotes. La régulation s'étend 
de la transcription des gènes à la maturation des ARN s pré-messagers en passant au 
transport de ceux-ci et à leur dégradation. Parmi la panoplie de processus de 
maturation, l'épissage consiste l'un des mécanismes le plus étudié. L'épissage se 
définit par l'enlèvement des introns d'un ARN pré-messager, suivi de la réunion des 
exons, régions encodant la future protéine. L' ARNm ainsi formé sera transporté hors 
du noyau vers le cytoplasme et sera traduit par les ribosomes pour fabriquer la 
protéine voulue. L'épissage alternatif est une variante de l'épissage constitutif 
(Figure 1). À partir d'un même ARN pré-messager, il permet la maturation de 
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Figure 1. A. Épissage constitutif. Les introns sont enlevés et les exons unis pour former 
l 'AR m. Les introns, sous forme de lasso, sont menés vers les voies de dégradation. B. 
Épissage alternatif. Ce mécanisme procède à l ' inclusion ou l 'exclusion d 'un exon alternatif, 
menant à des ARNm différents et donc des protéines différentes . L'utilisation des sites 
d'épissage internes permet l'inclusion de l'exon alternatif ( 1), alors que l'util isation exclusive 
des sites d'épissage distaux permet l'exclusion de l'exon alternatif (2) . 
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La découverte de l' épissage et de l' épissage alternatif a été faite grâce à des études 
des ARNm tardifs de !'adénovirus (Berget et al., 1977; Chow et al., 1977). Depuis, le 
génôme humain a été séquencé et le potentiel de l'épissage alternatif à génèrer la 
diversification des protéines constitue la prochaine étape à cartographier puisque les 
32000 gènes dénombrés ne suffisent pas à spécifier l'ensemble des protéines. Le gène 
Ds-CAM chez la drosophile représente le cas le plus éloquent du pouvoir de diversité 
issu de l'épissage alternatif. Pour ce seul gène, on évalue le nombre d'isoformes 
possibles à 38000 (Schmucker et al., 2000). Chez les mammifères, 99% des gènes 
contiennent des introns, et il est maintenant estimé qu'environ 60% des gènes 
humains subissent au moins un événement d'épissage alternatif (McPherson et al., 
2001 ). Ces statistiques alimentent les études dans la compréhension des mécanismes 
de l'épissage, surtout si l'on tient compte qu'environ 15% des maladies génétiques 
humaines sont causées par des mutations ponctuelles troublant des signaux d' épissage 
(Caceres et Kornblihtt, 2002). 
L' épissage constitutif 
Le mécanisme de l' épissage requiert un ensemble de facteurs bien déterminé avant de 
s'exécuter. D'abord, les sites d'épissage, les jonctions entre l'exon et l'intron, doivent 
être identifiées. Chez les mammifères, les sites d'épissage 5' correspondent à la 
séquence consensus GURAGU et les sites d'épissage 3' à la séquence YAG. De 18 à 
40 nucléotides en amont du site d'épissage 3', on retrouve le site de branchement qui 
se conforme à la séquence consensus YNYURAC, (Y= pyrimidine, R =purine et N 
= un nucléotide), et est habituellement suivie d'une séquence riche en pyrimidines 
3 
sit~ de séquence riche 
branchement en pyrimidi nes 
sitc5' (S'ss) * * ·1 D" ). r---J ' ' SI e . J SS 
~GURAGU------YNYURAC-(Py)0-YAG G 
Exon 1 Exon 2 
r@ +@D + C§:> 
S'ss@ ~3'ss 
~G\JRAGU------ YNYlJRAC-(f'y)a-Y oLJ 
faon 1 F.xon 2 
r~+ ATP 
5'ss@ ~3'ss 
Q uuRAGU- ----YNYURAG--(Py)0-YAGD 










Complexe d'épissagc précoce 
(complexe R) 
Complexe d'épissage tardif 
(complexe C) 
Figure 2. Formation du spliceosome. L 'épissage est médié par la formation du spliceosome 
suite à l'addition de S snR Ps (U 1, 2, 4, US et U6) sur I' AR prémessager. Le spliceosome 
pem1et de catalysé 2 réactions de transestéritication. La réacti on d'épissage terminée, les 
snRNPs se recyclent dans un aut re spliceosome. 
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(Figure 2, ARN pré-messager) (Smith et Valcârcel, 2000). Malgré le consensus, les 
séquences sont dégénérées chez les eucaryotes supérieurs donnant accès à des sites 
d'épissage d'affinité variée. Biochimiquement, la réaction d'épissage se traduit par 
deux réactions de transestérification (Brow et al, 2002). Lors de la première étape, 
une attaque nucléophilique du groupement hydroxyl en 2'de l'adénosine du site de 
branchement au groupement phosphate du site d'épissage 5' détruit la liaison 
phosphodiester de la jonction exon-intron. L'intron prend la forme d'un lasso grâce à 
la nouvelle liaison phosphodiester 2 '-5 '. Ensuite, le groupement 3' hydroxyl de 
l'exon en 5' procède à une seconde attaque nucléophilique sur le phosphate de la 
jonction exon-intron en 3'. Cette dernière transestérification permet de lier les deux 
exons et libère l 'intron sous forme de lasso, qui sera ultérieurement dégradé (Figure 
3). 
5 
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Figure 3. Processus chimique de la réaction d'épissage. (tiré 
de Brow, 2002) 
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La réaction d'épissage est catalysée par un complexe multi-ribonucléoprotéique de 
60S appelé spliceosome. Le spliceosome est constitué de 5 snRNPs et d'un ensemble 
de protéines accessoires (Kramer, 1996; Will et Lührmann, 1997). L'assemblage du 
spliceosome débute par la liaison du U 1 snRNP à la séquence consensus du site 
d'épissage 5' par appariement ARN-ARN (Figure 2). À l'autre extrémité, U2AF, un 
facteur d' épissage composé des sous-unités U2AF35 et U2AF65 , se lie à la séquence 
riche en pyrimidine. Le facteur d'épissage SFl reconnaît le site de branchement par 
son domaine KH avec l'aide de U2AF (Peled-Zehavi et al. , 2001). Les protéines SR 
participent également à cet assemblage du complexe d'engagement (complexe E). La 
liaison de U2AF au site d'épissage 3' favorise la liaison du snRNP Ul au prochain 
site d' épissage 5' en aval. Ceci permet de cibler l 'exon avant son excision par le 
spliceosome et ce mécanisme est connu sous le nom « exon definition » (Wang et al. , 
1995). Par la suite, U2AF65 contribue au déplacement de SF 1 par la liaison de U2 au 
site de branchement via une interaction ARN-ARN, pour former le complexe du pré-
spliceosome (complexe A). Cette interaction a la particularité d'exposer davantage 
l' adénosine du site de branchement participant à la première attaque nucléophilique. 
Le tri-snRNP U4/U5/U6 intervient ensuite pour former le complexe d'épissage 
précoce (complexe B). Ce complexe subit quelques réarrangements pour devenir un 
complexe actif pour la catalyse des deux réactions de transestérification (complexe 
C). U6 abandonne son interaction ARN-ARN avec U4 pour former une liaison avec 
U2, et il déplace aussi U 1 pour interagir avec le site d 'épissage 5 '. Malgré cette 
description, le modèle sur l' assemblage du spliceosome n'est pas encore établi de 
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façon définitive (Brow, 2002). L'existence d'un spliceosome pré-assemblé a 
maintenant été rapportée (Stevens et al., 2002). Aussi, il existe d'autres classes 
mineures de spliceosomes (Otake et al., 2002). 
Épissage alternatif 
L'épissage alternatif peut se définir par l'utilisation différentielle d'exons avec 
comme conséquence que l'on peut produire différentes isoformes d'une protéine à 
partir d'un même type d' ARN pré-messager. Les isoformes d'une protéine peuvent 
être produites spécifiquement selon le type cellulaire, le tissu, le sexe et le stade 
développemental. Le principe de l 'épissage alternatif repose sur la sélectivité des 
sites d'épissage de l'ARN précurseur. La dégénérescence des sites d'épissage chez les 
eucaryotes supérieurs attribue une affinité relative à chaque site. Donc, un site 
d'épissage, se conformant de près à la séquence consensus, sera un site choisi plus 
facilement par la machinerie d'épissage qu'un site ayant une faible similarité avec la 
séquence consensus. Ces sites forts sont souvent associés aux exons épissés 
constitutivement. Les sites plus faibles avoisinant majoritairement les exons 
alternatifs ont davantage de difficultés à recruter les facteurs d'épissage. L'utilisation 
d'un site d'épissage faible peut être augmentée ou diminuée par certains facteurs 
d'épissage, alors qu'un site d'épissage fort est régulé plus difficilement. 
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Les modulateurs de l'épissage alternatif 
La modulation de l'épissage alternatif implique une multitude d'éléments cis et de 
facteurs trans. À prime abord, la nature de l 'ARN pré-messager est importante selon 
l'affinité de ses sites d'épissage, la taille des exons, la localisation et le nombre de 
sites de branchement pour un évènement d'épissage. L'identité du promoteur agit 
également sur la sélection d'un site d 'épissage, soit par la processivité de l 'ARN 
polymérase II, soit par le recrutement des protéines SR (Maniatis et Reed, 2002). La 
présence de codons stop influencerait possiblement le choix du site 5' afin d'utiliser 
le bon cadre de lecture déterminé lors de l'expression du gène (Li et al., 2002). On 
retrouve également des séquences activatrices exoniques (ESE) ou introniques (ISE), 
et des séquences inhibitrices exoniques (ESS) ou introniques (ISS). Ces séquences 
stimulent ou inhibent l'utilisation d'un site d'épissage en recrutant et stabilisant des 
facteurs. Les protéines SR sont un exemple d'activateurs lorsqu'elles lient un ESE 
afin de favoriser l'épissage à un site adjacent (Lavigueur et al., 1993). La formation 
de structures secondaires a déjà été rapportée comme élément intronique pouvant 
contrer l'utilisation d'un site d'épissage. Par exemple, la formation d'un duplex 
ARN-ARN dans la région intronique de l'ARN pré-messager de hnRNP Al, permet 
de réguler le site d' épissage 5' de l'ex on 7B (Blanchette et Chabot, 1997). Les deux 
modulateurs trans les plus communs à l 'épissage alternatif sont les protéines SR et 
les protéines hnRNPs. Leur concentration dans le noyau et leur affinité relative pour 
des séquences spécifiques pour l'ARN dirigent l'inclusion ou l'exclusion d'un exon 
alternatif (Chabot, 1996). Enfin, des agents chimiques, tels des solvants organiques 
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comme le diméthyl sulfoxide et le diméthyl formamide ont la propriété d'influencer 
la sélection des sites d'épissage 5' (Bolduc et al., 2001). Le mécanisme exact reste 
inconnu, mais l'activation des protéines SR par une phosphorylation accrue en 
présence de ces solvants est suspectée. 
Protéines SR 
Les protéines SR forment une famille caractérisée par la présence d'un domaine riche 
en sérine et arginine (domaine RS) en position carboxy-terminale. En position N-
terminale, elles peuvent contenir un ou deux domaines de liaison à l 'ARN de type 
RRM «RNA Recognition Motif». Leur rôle est redondant au sein de l'épissage 
constitutif. Puisque les protéines SR peuvent interagir avec le domaine CTD 
« Carboxy-Terminal Domain » de l 'ARN polymérase II, les protéines SR 
permettraient de coupler l'épissage à la transcription (Hirose et Manley, 2000). Les 
différents membres de la famille des protéines SR ont généralement la capacité de 
moduler l 'épissage alternatif en liant spécifiquement les ESE par leur domaine de 
liaison à l'ARN. Le recrutement des SR au ESE permet de favoriser l'utilisation d'un 
site d'épissage 3' ou 5' en recrutant les facteurs d'épissage essentiels (Graveley, 
2000). Cependant, une protéine SR peut également avoir une activité inhibitrice, telle 
SRp30c qui lie un élément intronique dans l'ARN pré-messager de Al; il y a alors 
répression de l'utilisation du site 3' situé en aval de cet élément (Simard et Chabot, 
2002). Le niveau d'expression de chaque membre de la famille des protéines SR varie 
en fonction du type cellulaire, suggérant une modulation de l'expression des gènes 
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spécifiques au tissu (Zahler et al., 1992). L'activité des protéines SR est reliée 
étroitement à leur degré de phosphorylation (Misteli, 1999). 
Protéines hnRNPs 
Contrairement aux protéines SR, les protéines hnRNPs ont souvent une activité 
inhibitrice au niveau de l'épissage alternatif. Les protéines hnRNPs « heterogenous 
nuclear ribonucleoparticles » sont parmi les protéines nucléaires les plus abondantes 
dans les cellules eucaryotes. Elles sont caractérisées par leur capacité à lier 
spécifiquement certaines séquences d 'ARN selon différentes affinités par des 
domaines RRMs (ou RBD) (Chabot et al., 2003). Jusqu'à maintenant, on dénombre 
environ une trentaine de protéines hnRNPs dans les cellules de vertébrés dont les 
tailles varient entre 34 kDa et 120 kDa. Elles participent à diverses activités de 
maturation de l' ARN. On les retrouve associées aux transcrits récemment 
polymérisés par l'ARN polymérase II, sous forme de complexes (Choi et Dreyfuss, 
1984). On retrouve les protéines hnRNPs à diverses étapes de l'expression des gènes: 
la transcription, la polyadénylation, l 'épissage, le transport et la stabilité des acides 
nucléiques. HnRNP Al, F, H et I sont les molécules impliquées dans l'épissage 
alternatif les mieux étudiées. HnRNP I, plus connue sous le nom de PTB, est 
caractérisée par 4 domaines RRM reconnaissant spécifiquement des séquences riches 
en uridine et cytosine habituellement situées près du site 3' d'épissage. La plupart du 
temps, il a été observé que hnRNP I régule négativement l'épissage d'un exon (Black, 
2003). Il existe au moins un cas où hnRNP 1 est liée à une activité positive dans 
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l' épissage (Lou et al., 1999). La protéine hnRNP H est fortement homologue à 
hnRNP F. Chacune contient 3 domaines RRM, reconnaissant une séquence d 'ARN 
GGGA (Caputi et Zahler, 2001), et 2 domaines riches en glycines. HnRNP H et F 
peuvent être impliquées dans l'activation et la répression de l'épissage alternatif 
(Caputi et Zahler, 2002, Min et al., 1995, Chen et al., 1999). On regroupe hnRNP 
A2/Bl dans la même sous-famille que Al à raison de leur forte homologie de 
séquence en acides aminés (68%). Le gène hnRNP Al code aussi pour !'isoforme 
AlB, produite par épissage alternatif, résultant en une insertion de 52 a.a. dans le 
domaine riche en glycines. 
HnRNP Al 
HnRNP A 1 est la plus étudiée des protéines hnRNPs. Elle contient 319 a.a. et a une 
masse moléculaire de 34 kDa. Étant donné que l'on y retrouve un niveau de 
transcription important dans un noyau actif, Al excéderait la concentration nucléaire 
in vivo de 10 µMou 7xl07 copies par cellule en croissance (Michael et al., 1995). La 
séquence d'acides aminés de Al est très conservée chez les mammifères, soit 100% 
de conservation entre l'humain, le rat et la souris, alors que les protéines Al de 
! 'humain et du Xenopus laevis ne diffèrent que de 8% (Kay et al., 1990). HnRNP A 1 
contient 3 domaines associés à plusieurs activités cellulaires. Deux domaines RRMs 
lui procurent la capacité de lier les acides nucléiques simple brin, ARN ou ADN, et 
un domaine riche en glycines lui permet d'interagir avec elle-même et les membres 
de sa sous-famille (Cartegni et al., 1996). Parmi ses activités, on retrouve sa capacité 
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à moduler la sélection des sites d 'épissage 5' (Mayeda et Krainer 1992) et 3' (Bai et 
al., 1999), le transport de l 'ARNm du noyau au cytoplasme (Izaurralde et al., 1997), 
la biogénèse des télomères (LaBranche et al. , 1998), la stabilité de l 'ARN (Hamilton 
et al., 1997) et le contrôle de la transcription (Hay et al. , 200 l ). La concentration de 
Al varie selon le type cellulaire et cette expression différentielle pourrait affecter 
l'épissage alternatif de plusieurs ARNs pré-messagers (Kamma et al., 1995). Les 
sections suivantes donnent un portrait de hnRNP Al selon ses domaines et les 
fonctions associées à ceux-ci. 
RRMs 
Les deux premiers domaines de hnRNP A 1 sont les domaines RRM 1 et RRM2 
(Figure 4A). Ces motifs ont d'abord été identifiés en comparant les séquences 
primaires de hnRNP Al à la poly(A)-binding protein (PABP) (Adam et al. , 1986). Un 
RRM consiste en 80-90 a.a. conservés contenant deux courtes séquences hautement 
conservées de 6 et 8 résidus, appelé respectivement RNP2 et RNP 1 (Dreyfuss et al. , 
1988). Les deux RRMs sont reliés par une séquence d ' environ 15 a.a. soupçonnée 
d'avoir un rôle capital au niveau de la structure de hnRNP Al. Trois résidus dans ce 
segment font un contact direct avec l 'ADN télomérique; Arg-92, Ser-95, His-101 
(Ding et al. , 1999). Cette région contribuerait grandement à l'arrangement spatial des 
deux RRMs lors de la liaison à des séquences d'acides nucléiques. Une étude 
cristallographique du RRM 1 et RRM2 a montré que les deux RRMs pouvaient lier les 
acides nucléiques par une interaction hélice-hélice antiparallèle entre l 'hélice du 
RRMl et l'hélice correspondante du RRM2 (Shamoo et al., 1997). Lorsqu'UPl , 
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protéine correspondant à A 1 dont le domaine riche en glycines est absent, lie l 'ADN 
(Figure 4B), un changement conformationnel significatif a été observé. Une seconde 
étude cristallographique est venue appuyer l'observation précédente par la co-
cristallisation de deux molécules d 'UP 1 à deux oligonucléotides d 'ADN télomérique 
simple brin (Ding et al., 1999). Les deux oligonucléotides sont orientés 
antiparallèlement et chaque extrémité 5' est associée à l'une des protéines via le 
domame RRMI , alors que chaque extrémité 3 ' interagit avec le RRM2 qui se 
retrouve en face du RRMI de l'autre protéine du complexe (Figure 4C). Le RRM2 
agirait comme un stabilisateur du complexe formé en liant le brin opposé. L'étude a 
également montré qu 'UP 1 ne fait pas la discrimination entre l 'ADN ou l 'ARN lors de 
sa liaison aux acides nucléiques car UP 1 ne peut faire aucun contact avec le groupe 
hydroxyl en position 2' du ribose. Une interaction protéine-protéine contribuerait à la 
formation du dimère UPI-UPl en présence d'ADN, à l'aide de 6 a.a.: quatre dans le 
RRM2 (Ile-164, Lys-166, Tyr-167, His-173) et deux à l'extérieur (Glu-11 , Asp-94). 
On retrouve les interactions suivantes: un lien hydrogène entre Glu-11 et His-173, 
une interaction électrostatique entre Asp-94 et Lys-166, un lien hydrogène entre Tyr-
167 et le groupe carbonyl de Ile-169. De plus, en raison de la symétrie du complexe, 
chaque interaction est retrouvée deux fois. Néanmoins, un artéfact de compaction des 
cristaux pourrait expliquer ces observations. Une étude subséquente propose que la 























Figure 4. Structure de hnRNP A 1. A. Les domaines RRM 1 et RRM2 sont positionnés 
respectivement entre les a.a. 15-89 et 106-180. Le domaine glycine-riche s'étend de l' a.a. l 96 
à 320. Le domaine riche en glycines se compose de la boîte RGG entre les positions 196 et 
247, et de la séq uence M9 entre les positions 268 et 305 . B. Schéma de Pl . C 1) 
Arrangement spatial de chaque RRM d 'UP 1 liant simultanément 2 oligonucléotides 
positionnés antipara ll è lement. 2) Stéréogramme montrant les acides aminés impliqués dans 
l'interface protéine-protéine. Lien hydrogène (pointil lé rouge), atome d ' oxygène (rouge), 
atome d'azote (bleu), atome de carbone (brun) (tiré de Ding et al) 
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L'ARN et l'ADN simple brin constituent les substrats de hnRNP Al. La séquence 
spécifique de liaison de Al aux acides nucléiques a été déterminée par SELEX et 
correspond à UAGGGA/U avec une constante de dissociation de 3 nM (Burd et 
Dreyfuss, 1994). Par contre, la séquence optimale équivaut à une duplication de cette 
séquence espacée de deux nucléotides pour une constante de dissociation de 1 nM. La 
séquence optimale de liaison pour l' ADN n'a pas été déterminée, mais les répétitions 
télomériques de vertébrés (T AGGGT) sont très similaires à la séquence d' ARN de 
liaison optimale pour Al (LaBranche et al,1998). Des gels de retardement ont montré 
qu'Al n'a pas de difficulté à lier l'ADN simple brin au même titre que la même 
séquence en ARN (Labrecque, résultats non-montrés). L'étude cristallographique 
d'UPl avec 2 oligonucléotides contenant des répétitions télomériques suggère qu'il 
n'y a pas de contact possible avec le 2'0H du ribose (Ding et al, 1998). L'implication 
de chaque RRM au niveau de la liaison aux acides nucléiques a été évaluée en 
présence et en absence du domaine riche en glycines. En son absence, le domaine 
RRM 1 est suffisant pour lier un site de haute affinité, alors que le RRM2 montre une 
activité de liaison beaucoup plus faible (Dallaire et al., 2000). Par contre, en présence 
du domaine riche en glycines juxtaposé à un seul RRM, l'activité de liaison du RRM 1 
serait inhibée, alors que le RRM2 montre une activité de liaison légèrement 
supérieure (Mayeda et al., 1998). Al a donc besoin des deux RRMs pour obtenir une 
activité de liaison de haute affinité et spécifique aux acides nucléiques. Aussi, le 
RRM2 serait structurellement mieux disposé à la présence du domaine riche en 
glycines que le RRMl. 
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Le domaine riche en glycines 
Le domaine riche en glycines correspond aux 124 acides aminés de la partie C-
terminale de Al (positions 197 à 320). Il contient 40% de résidus glycine, ce qui rend 
cette région désorganisée sur le plan structural. Le premier segment de ce domaine 
(positions 196 à 247) contient quelques répétitions d'a.a. RGG, et est donc très riche 
en résidus glycine et arginine, ce qui rend cette région très basique. La boîte RGG a 
été proposée comme un motif de liaison aux séquences d'acides nucléiques simple 
brin (Kiledjian et Dreyfuss, 1992). Les arginines de cette région seraient sujets à la 
diméthylation et ceci pourrait modifier l'interaction de Al aux acides nucléiques 
(Kim et al., 1997). Une étude sur la protéine hnRNP A2 suggère que cette région est 
peut-être nécessaire à la localisation cellulaire de la protéine (Nichols et al., 2000). Il 
existe plusieurs types d'interactions protéine-protéine, en passant de l'interaction 
ionique au « leucine-zipper ». Dans le cas du domaine riche en glycines de A 1, on 
retrouve plusieurs tyrosines et phénylalanines parmi les résidus glycines et les résidus 
polaires ou chargés positivement. Ce type de configuration est propice aux 
interactions hydrophobes. Un essai« pull-down »d'un fragment du domaine riche en 
glycines comportant des substitutions de 4 a.a. aromatiques consécutifs supporte 
l'existence de cette interaction (Cartegni et al., 1996). 
Malgré les deux RRMs, Al requiert le domaine riche en glycines pour sa liaison 
coopérative à l'ARN (Cobianchi et al., 1988). Un oligopeptide de 42 a.a., comportant 
la région boîte RGG, a été synthétisé et contribue à cette propriété in vitro. D'autre 
part, la portion N-terminale (UPl) de Al contenant les deux RRMs, sans le domaine 
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riche en glycines, est incapable d'entretenir une liaison coopérative à l 'ARN 
(Cobianchi et al., 1988). Sans le domaine riche en glycines, Al n'est plus retenue sur 
une colonne d'affinité contenant le domaine riche en glycines couplé à un domaine 
GST (Biamonti et Riva, 1994). Elle perd aussi son activité à sélectionner l'utilisation 
des sites d'épissage alternatif 5' distaux en présence de sites de haute affinité 
(Blanchette et Chabot, 1999). Par rapport à Al, !'isoforme AlB a un domaine riche 
en glycines plus long. Malgré qu'AlB se lie avec plus d'affinité à l'ARN que Al, 
AlB a davantage de difficulté à promouvoir la sélection du site d'épissage 5' distal 
(Mayeda et al., 1994). L'interaction Al-Al serait ARN-indépendant en s'appuyant 
sur une expérience d'interaction avec des protéines immobilisées, où l'extrait est 
préalablement traité à la nucléase micrococcale (Cartegni et al, 1996). 
Une séquence de 38 a.a., de la position 268 à 305, a été identifiée comme le signal de 
localisation nucléaire nécessaire aux imports et exports d 'ARNm (lzaurralde et al., 
1997). Baptisée M9, cette séquence permet à Al de faire la navette entre le noyau et 
le cytoplasme. 
HnRNP A 1 et l 'épissage alternatif 
Al peut influencer la modulation de l'épissage alternatif par différents mécanismes. 
Al a initialement été caractérisée comme un répresseur de l'épissage puisqu'elle 
antagonise l'activité des protéines SR en favorisant l'exclusion des exons alternatifs 
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et l'utilisation des sites d'épissage 5' distaux. Chez VIH, Al est capable d'inhiber 
l 'épissage en liant une séquence exonique (ESS) (Caputi et al., 1999) ou intronique 
(ISS) {Tange et al., 2001 ). Le mécanisme global consisterait à une répression de la 
reconnaissance des signaux d'épissage et du site de branchement via la liaison 
coopérative de A 1 au ISS et ESS (Damgaard et al., 2002; Marchand et al. , 2002). 
Deux modèles sont actuellement proposés pour expliquer le mécanisme de répression 
de A 1 au niveau de l 'épissage alternatif. Ils seront décrits dans la prochaine section. 
La protéine hnRNP Al est impliquée dans la modulation de plusieurs ARNs pré-
messagers. Au cours du développement érythropoïétique, une chute naturelle de la 
concentration des protéines hnRNP A/B occasionne l'inclusion de l'exon 16 de 
l'ARN pré-messager codant pour la protéine 4.lR. Ceci s'explique par 
l'indisponibilité de hnRNP A/B à lier l 'ESS situé dans l 'exon 16 (Hou et al., 2002). 
HnRNP Al régule également son propre ARN pré-messager (Chabot et al. , 1997). Le 
gène contient 11 exons dont le huitième est épissé alternativement afin de produire 
! 'isoforme A 1 B. La comparaison des séquences introniques autour de l 'exon 
alternatif entre l'humain et la souris a permis d'identifier 10 séquences conservées. 
Jusqu'à ce jour, les éléments conservés CEl, CE4, CE6 et CE9 ont été caractérisés. 
CEl et CE4 ont la capacité de lier les protéines Al et A2 (Hutchison et al., 2002) 
(Figure 5). Cette liaison favorise l'exclusion de l 'exon 7B sans affecter la 
reconnaissance du site 5' de cet exon par le snRNP Ul. Nous avons établi un modèle 
pour expliquer l'activité de Al au niveau de la sélection des sites d'épissage 5' . Nous 
avons nommé ce modèle « looping-out ». Premièrement, hnRNP A 1 lie CE 1 et CE4 
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contenant chacun deux sites de haute affinité pour Al situés dans la partie intronique 
flanquant de part et d'autre un exon alternatif. Par une interaction Al-Al, l'exon 
alternatif se retrouve dans une boucle. Les exons bordant l'exon alternatif sont alors 
rapprochés, favorisant ainsi l'exclusion de l'exon alternatif (Blanchette et Chabot, 
1999). De plus, le site d'épissage 5' se retrouvant dans la boucle est réprimé (Nasim 
et al., 2002). Une récente étude sur le contrôle de l'épissage alternatif de VIH-1 
favorise également le modèle du « looping-out ». Dans ce cas-ci, la liaison 
coopérative de Al à un ISS et un ESS inhiberait l'épissage en empêchant la 
reconnaissance de signaux d'épissage essentiels (Damgaard et al., 2002). Un second 
modèle propose que Al doit d'abord lier un site de haute affinité et ensuite un 
recouvrement de l'ARN pré-messager s'amorce par l'assemblage de protéines hnRNP 
A 1 additionnelles, grâce à sa liaison coopérative à l 'ARN (Zhu et al., 2001 ). Ce 
recouvrement empêche la reconnaissance des signaux d'épissage par le spliceosome. 
Cependant, ce modèle ne s'applique pas à notre système puisque le snRNP Ul 
reconnaît toujours le site d'épissage 5' de l'exon 7B. 
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Figure 5. Mécanismes divers contrôlant l'épissage de l'exon alternatif 78 de l'ARN pré-
messager de hnRNP Al. L' interaction intermoléculaire entre les protéines hnRNP A 1 liées à 
CEl et CE4 promeut l' exclusion de l' exon alternatif 7B en réprimant l' utilisation du site 5' et 
en rapprochant les exons 7 et 8. CE6 forme une structure secondaire avec le site d' épissage 5' 
de l' exon 7B et bloque son utilisation . CE4m empèche l' utilisation du site 3 ' de 78. La liaison 
de SRp30c à l'élément CE9 réprime l' utilisation du site d' épissage 3 de l'exon 8 (tiré de 
Chabot et al, 2003). 
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Le mécanisme par lequel la protéine Al procède reste néanmoins spéculatif. Sous 
cette optique, nous avons élaboré ce modèle en tenant compte des caractéristiques de 
hnRNP Al connues jusqu'à ce jour. Deux molécules Al lient d'abord les séquences 
de haute affinité situées de part et d'autre de l'exon alternatif par l'intermédiaire du 
domaine RRMl, puisqu'il possède à lui seul une activité de liaison forte et spécifique 
aux acides nucléiques (Dallaire et al., 2000) (Figure 6). Quoiqu'une expérience 
indique que l'interaction Al-Al est indépendante de l'ARN (Cartegni et al., 1996), 
certaines indications nous suggèrent que la liaison d'Al à l'ARN stimule l' interaction 
Al-Al (G. Lettre et M. Blanchette, résultats non-publiés). Il y aurait donc interaction 
protéine-protéine à l'aide du domaine riche en glycines entre les protéines Al situées 
de chaque côté de l 'exon alternatif. La liaison du RRM l à l 'ARN et l'interaction 
protéine-protéine du domaine riche en glycines occasionneraient un changement de 
conformation découvrant le RRM2. Enfin, le RRM2, dont le rôle dans l' interaction 
protéine-protéine n'est pas exclu, servirait à stabiliser le complexe en liant la 
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Figure 6. Modèle : activité de hnRNP Al dans l'épissage alternatif. A. Liaison du RRM 1 à 
une séquence d 'ARN de haute affinité . B . Rapprochement des deux séquences d 'ARN à l'aide 
d 'une interaction protéine-protéine par le domaine glycine-riche de Al. C. Stabilisation du 
complexe par la liaison du RRM2 à l'ARN. 
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Dans le but de vérifier ce modèle, nous avons approché génétiquement la 
problématique en tentant d'identifier in vivo des mutants ayant une déficience au 
niveau de la liaison coopérative de molécules de A 1. Un criblage génétique basé sur 
la répression traductionnelle chez E.coli a été utilisé pour identifier des régions dans 
les domaines RRM2 et riche en glycines impliquées dans l'interaction Al-Al. Nous 
avons confirmé que la plupart des mutants sont affectés au niveau de l'interaction 
protéine-protéine par la technique de double-hybride chez la levure. Parmi les 
mutants Al récupérés, certains ont une activité réduite au niveau de la liaison à 
l'ARN qui interfère avec l'activité de Al dans l'épissage. Le séquençage de nos 
mutants révèle que plusieurs régions situées dans le domaine riche en glycines 
contribuent à l'interaction Al-Al. Des mutations au niveau des acides aminés dans le 
RRM2 affectent l'interaction Al-Al, mais perturbent également la liaison de Al à 
l'ARN. D'autres mutations affectent peut-être la structure, la stabilité et le niveau 
d'expression de la protéine. Nous vérifions la stabilité et le niveau d'expression de la 
protéine par immunobuvardage. Nous ne pouvons écarter, hors de tout doute, les 
mutants ayant subi une modification de la structure de la protéine. Cependant, nous 
jugeons que la structure doit être modifiée que très localement lorsque les protéines 
mutantes sont aptes à lier les acides nucléiques au même niveau que la protéine wt. 
Par gel de retardement, il est impossible de départager entre la possibilité que le 
défaut dans la liaison à l'ARN entraîne une réduction de l'interaction Al-Al, ou si 
cette mutation est importante pour l'interaction Al-Al indépendamment de l'effet sur 
la liaison à l'ARN. Enfin, puisque la liaison coopérative de Al à l'ARN nécessite une 
interaction protéine-protéine, cela devrait se refléter dans l'activité de Al dans 
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l'épissage alternatif. Selon le modèle «looping-out», l'interaction Al-Al est 
nécessaire pour rapprocher les sites d'épissage distaux. Nous avons alors testé 
l'activité de nos mutants Al dans la sélection de sites d'épissage 5' in vitro dans un 
extrait nucléaire déplété en hnRNP Al. La force d'interaction Al-Al semble 
influencer Al dans sa capacité à promouvoir l'utilisation des sites d'épissage 5'. 
Donc, les acides aminés participant à l'interaction Al-Al, influencent la protéine 
hnRNP Al dans son activité sur l'épissage alternatif. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
Constructions plasmidiques 
pGEX-Al : Le plasmide pGEX-Al a été construit en insérant l'ADNc de Al (Ben-
David et al., 1992) au site Eco RI de pGEX-2T. Le fragment UPl (LaBranche et al., 
1998) a été introduit au même site de pGEX-2T. pGEX-Al ~RRM2 provient de la 
délétion du fragment Bgl 11-Msc I et contient une séquence additionnelle contenant un 
site de restriction unique. Al ~RRM2 a été construit à partir du vecteur pGEX-KG 
aux sites Barn HI et Eco RI. 
pRAl : pRAl correspond au vecteur pREVl où une librairie d'ADNc hnRNP Al, 
contenant des mutations dans le domaine RRM2 et riche en glycines, a été insérée 
aux sites Bsu36 I et Nde I remplie préalablement à la Klenow. 








CAAGATGTGCGAACTC 3' sont clonés dans le vecteur pUPhpll aux sites Kpn I et 
Hind Ill. 
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pQE Al : L' ADNc de Al de type sauvage et de la librairie de mutants ont été insérés 
dans le plasmide pQE-80L (Qiagen) aux sites Bgl II et Hind III. Les fragments 
proviennent du plasmide pRAl digéré aux mêmes sites de restriction. Tous les clones 
ont été séquencés. 
pGAD-Al : pGAD Al et pGAD UPl ont été construits par Catherine LeBel. Al-
~RRM2 a été inséré dans pGAD GH (Clontech) aux sites Barn HI et Eco RI à partir 
du plasmide pGEX Al-~RRM2. Les mutants Al sélectionnés suite à l'expérience de 
répression traductionnelle ont été insérés dans pBluescript II KS( +) aux sites Barn HI 
et Hind III, à partir du fragment isolé des plasmides pQE-Al mutants. Ensuite, les 
mutants Al ont été digérés et transférés dans le vecteur pGAD GH aux sites Barn HI 
et Xho 1. 
pAS2-Al : pAS2 Al et pAS2 UPl ont été construits par Catherine LeBel. D'abord, le 
vecteur pAS2-l (Clontech) a été modifié afin d'arriver dans le bon cadre de lecture en 
remplissant le site Nde I à l'aide de la Klenow. À partir du vecteur pBluescript KS(+) 
Al, les mutants Al ont été insérés aux sites Barn HI et Sal 1 du vecteur pAS2-1. 
Mutagénèse par PCR 
La mutagénèse aléatoire a été effectuée sur la construction plasmidique pRA 1 de 
manière à ce que chaque molécule contienne environ une mutation. Le travail a été 
effectué par Martin Simard. 
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Répression traductionnelle 
Le travail a été effectué par Martin Simard, Daniel Garneau et Timothée Revil. La 
librairie pRAl est transformée dans les souches E.coli WMIIF' (Celander, 2000) 
contenant le vecteur pLACZ. Les colonies sont induites avec 600 µM d'IPTG 
pendant 4 heures à 37°C afin d'exprimer les protéines hnRNP Al. Les colonies 
blanches (perte d'interaction Al-Al) sont sélectionnées. Les cellules sont lysées par 
sonication et l'expression des protéines est vérifiée par Western blot à l'aide de 
l'anticorps anti-Al #15 (Hutchison et al., 2002). La liaison des mutants de hnRNP Al 
aux acides nucléiques est vérifiée par la technique de gel de retardement en incubant 
l'extrait bactérien total avec l'oligonucléotide Tel-3 (Blanchette et Chabot, 1999). 
Tel-3 contient une séquence d'acide nucléique constituée de 3 répétitions d' ADN 
télomériques humaines (TTAGGG). 
Transcrits radiomarqués pour réaction d'épissage in vitro et gel de retardement 
Les constructions plasmidiques utilisées pour la production de transcrits 
radiomarqués ont été élaborées par un collègue du laboratoire : C5' 4/4 (Blanchette et 
Chabot, 1999). L' ADN plasmidique a été récupéré soit par la méthode de 
centrifugation au chlorure de césium, soit par lyse alcaline (Sambrook, 1989). Les 
plasmides ont été linéarisés à l'aide de l'enzyme de restriction Sea 1 (NEB) pour C5' 
414. L'ARN polymérase T3 a été utilisée pour la transcription. Les ARNs sont 
produits en présence d'un analogue de CAP et incorporés d'UTP radiomarqué (UTP 
a-32P) (Amersham Pharmacia, NEN). 
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Marquage d'oligonucléotides pour gel de retardement 
TSlO (Blanchette et Chabot, 1999) constitue la séquence d'oligonucléotides marqués. 
Cette séquence contient 9 répétitions d' ADN télomériques humaines (TTAGGG). Les 
oligonucléotides sont phosphorylés à l'extrémité 5' à l'aide du [ y32P]A TP 
(Amersham) sous l'action de la T4 polynucléotide kinase (NEB) (Sambrook, 1989). 
Les produits sont purifiés sur une colonne MicroSpin G-25 (Pharmacia). 
Déplétion d'extraits nucléaires en hnRNP Al 
La préparation des extraits nucléaires HeLa est décrite dans (Dignam et al., 1983). 
Les extraits sont incubés à deux reprises, 10 min à 37°C en présence d'un tampon 
d'épissage et de billes couplées à 50 nM de l'oligonucléotide Tel-3 (Blanchette et 
Chabot, 1999). L'efficacité de la déplétion de l'extrait nucléaire est vérifiée par 
immunobuvardage avec l'anticorps anti-Al clone #13. 
Détection de hnRNP Al par immunobuvardage (Western blot) 
Les protéines sont séparées par électrophorèse sur un gel de polyacrylamide SDS-
P AGE 12.5%, et ensuite transférées sur une membrane Hybond-C (Amersham). La 
membrane est bloquée non-spécifiquement dans un tampon TBS-Tween pH 7.6 (10 
mM Tris, 150 mM NaCl 0.1 % Tween) additionné de lait en poudre (Carnation) dans 
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une proportion de 10%. Suite à 3 lavages de 10 minutes du tampon TBS-Tween, la 
membrane est incubée 1 h à 4°C avec l'anticorps anti-Al clone #13 (dilué 1 dans 
1000 dans le TBS-Tween) reconnaissant hnRNP Al/AlB, A2 et Bl. Toujours suite à 
3 lavages de 10 minutes du tampon TBS-Tween, la membrane est réincubée 1 h à 
température ambiante avec l'anticorps secondaire anti-lapin (Amersham Pharmacia 
Biotech) reconnaissant la partie constante de l'anticorps de lapin. La présence des 
protéines est révélée à l'aide des réactifs chemiluminescents ECL (Amersham 
Pharmacia Biotech). La membrane est exposée 30 sec ou 210 sec sur un 
autoradiogramme XAR (Kodak). 
Production et purification de protéines recombinantes 
Toutes les protéines recombinantes hnRNP Al et ses mutants sont exprimées dans 
Escherichia coli BL21. Les bactéries croissent 2-3 heures jusqu'à ce qu'elles 
atteignent une densité entre 0.5 et 1.0 à 600 nm sur le spectrophotomètre. Une 
induction avec 100 µM IPTG est suivie d'une incubation de 4 heures à 37°C pour Al 
étiquetée GST, alors que la protéine avec une étiquette 6xHis est induite avec 50 µM 
IPTG, 50 µM PMSF et incubée pendant 1 heure. Les cellules sont lavées avec du 
Rec-buffer (50 mM pipérazine-HCI pH 9.8, 500 mM NaCI, 1 mM DTT, 1 mM 
EDTA, 0.5 mM PMFS, 1 mM benzamidine, 20 µg/µl bacitracine) et resuspendues 
avec 10 ml de Rec-Buffer par 100 ml de culture. Le lysosyme (0.4 mg/ml) est ajouté 
30 min avant la sonication. Les cellules sont soniquées sur glace pendant 10 sec, à 3 
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reprises. Le Triton X-100 1% est ajouté et le tout est incubé 30 min à 4°C sur une 
plaque rotative (Nutator). Par la suite, l'extrait cellulaire est centrifugé 10 min à 10 
000 rpm à 4°C et le surnageant est déposé sur une colonne de 600 µl de glutathione-
Sephadex (50% dans Rec-buffer). Le mélange est incubé 30 min à 4°C, centrifugé et 
lavé 4 fois avec du Rec-buffer 0,1 % Triton X-100. Les protéines-GST sont éluées à 
l'aide de 300 µl de glutathione-réduit, 200 mM pipérazine pH 9.8, 1 mM DTT, 1 mM 
EDTA, et 500 mM NaCl. Suite à l'induction, les protéines étiquetées 6xHis sont 
resuspendues dans un tampon de lyse pH 8 (300 mM NaCl, 50 mM NaH2P04, 50 mM 
pipérazine-HCl pH 9.8, 0.5 mM PMFS, 1 mM benzamidine, 20 µg/µl bacitracine, 1 
mM imidazole). On ajoute le lysozyme (1 mg/ml) et incube 30 min sur glace avant de 
soniquer 10 sec, à 3 reprises. Les protéines étiquetées 6xHis sont purifiées sur des 
colonnes Ni-NTA (Qiagen), selon le protocole décrit (Qiagen, 2001). Le tampon 
d'élution contient également 50 mM pipérazine-HCl pH 9.8, 0.5 mM PMFS, 1 mM 
benzamidine, 20 µg/µl bacitracine. Toutes les protéines recombinantes éluées sont 
dialysées dans du tampon D (20 mM Hepes-KOH pH 7.9, 100 mM KCl, 20 % 
glycérol, 0.2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF). La concentration des 
protéines recombinantes a été mesurée par Bradford (Bio-Rad) en comparant une 
série de dilutions de BSA (bovine serum albumin) comme standard, et vérifié par 
immunobuvardage avec la concentration connue d'une protéine. 
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Gel de retardement 
Les essais de liaison des protéines recombinantes His-Al et GST-Al et leurs mutants 
ont été effectués avec l'oligonucléotide TSIO, dans un tampon d'épissage incubé 30 
min à la température de la pièce. Les réactions sont réincubées 5 min en présence 
d'héparine(0.4 µg/µl) comme compétiteur non-spécifique. Les réactions sont 
fragmentées sur un gel 5% polyacrylamide (29 : 1 acrylamide / bisacrylamide) non-
dénaturant dans un tampon Tris-glycine (50 mM Tris pH 8.8, 50 mM glycine). Les 
signaux ont été quantifiés directement par autoradiographe électronique (Packard 
Bioscience Company) et quantifiés en utilisant le logiciel « Quantity One » après 
exposition sur film XAR (Kodak). 
Réaction d' épissage in vitro 
Les transcrits ont été incubés 2 h à 30°C dans un extrait nucléaire de cellules HeLa en 
présence d'un tampon d'épissage (Chabot et al., 1997) ou dans un extrait de cellules 
HeLa déplété en hnRNP A 1. Les ARN s épissés ont migré sur un gel de 
polyacrylamide (3 8 :2 acrylamide/bisacrylamide) 11 % contenant 8 M urée, et sont 
quantifiés par autoradiographe électronique (Packard Bioscience Company). 
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Technique double-hybride 
Technique effectuée par Catherine LeBel. Les plasmides pGAD-Al et ses mutants 
ainsi que pAS2-Al et ses mutants, ont été co-transformés dans la souche de levure 
PJ69-4a (James et al., 1996) et ont été sélectionnés sur un milieu pauvre en leucine et 
tryptophane à 30°C. La présence d'interaction entre les protéines Al est évaluée par 
la capacité des levures à croître sur des milieux déficients en adénine, et en histidine, 
en plus d'un test d'expression de la p-galactosidase. La force d'interaction entre les 
protéines Al est mesurée à l'aide de l'expression de la p-galactosidase en milieu 
liquide (en unité Miller) considérant la quantité de cellules et le temps de la réaction 
(Ausubel, 1998). Ce travail a été effectué conjointement avec Aline Simoneau. 
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RÉSULTATS 
Selon le modèle du « looping-out », nous croyons que le domaine riche en glycines 
serait nécessaire à l'interaction entre protéines hnRNP Al. Une analyse précédente 
indique la contribution essentielle du domaine riche en glycines. En effet, un mutant 
de Al appelé UPl, manquant les 124 derniers a.a. en queue C-terminale, peut lier 
l'ARN mais a perdu l'activité de modulation de l'épissage alternatif de l'ARN pré-
messager de hnRNP Al (Blanchette et Chabot, 1999). Basé sur les données 
cristallographiques du complexe UP 1 à l 'ADN télomérique, nous suspectons 
également le domaine RRM2 de participer à l'interaction Al-Al. Nous avons donc 
adopté une approche génétique afin d'identifier avec plus de précision les régions et 
les acides aminés contribuant à l'interaction Al-Al. 
Il faut d'abord mentionner que ce projet a été réalisé avec la participation de plusieurs 
personnes. Martin Simard a mis au point le système de répression traductionnelle et 
effectué la mutagénèse. Daniel Garneau et Timothée Revil l'ont accompagné dans le 
criblage des mutants, l'élimination des faux-positifs en vérifiant l'expression des 
protéines chez la bactérie et leur capacité de liaison aux acides nucléiques en 
analysant l'extrait cellulaire total. Le projet me fut confié par la suite. J'ai procédé à 
tous les clonages, participé au séquençage, exprimé, purifié et quantifié les protéines 
recombinantes pour ensuite les caractériser au niveau de leur liaison aux acides 
nucléiques, mesuré leur activité dans l'épissage alternatif. J'ai également participé à 
l'évaluation et la quantification de la force d'interaction protéine-protéine par la 
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technique de double-hybride avec Aline Simoneau et Catherine LeBel qui a mis au 
point ce système. 
Détection de l'interaction Al-A 1 par répression traductionnelle 
Un essai de répression traductionnelle a été développé dans le but d'étudier la liaison 
de protéine à son substrat ARN (Jaïn et Belasco, 1996). La stratégie consiste à placer 
la séquence d'ARN cible en amont de la séquence Shine-Dalgarno sur un ARNm 
rapporteur (Figure 7 A). En absence de la protéine, l 'ARN de la sous-unité 30S du 
ribosome bactérien est recruté par la séquence Shine-Dalgarno et l'ARNm est traduit. 
Dans le cas où la protéine est exprimée et lie la séquence cible, un empêchement 
stérique perturbe le recrutement de la sous-unité ribosomale et interfère avec la 
traduction. Ce système, combiné à la mutagénèse de la protéine sous étude, permet 
d'identifier les régions importantes contribuant à la liaison à l 'ARN. 
Le système a été modifié selon un système de répression traductionnelle spécialement 
établi pour étudier la liaison coopérative de 2 molécules pouvant lier l 'ARN (Jaïn et 
Belasco, 2001). D ' abord, on s'est assuré que la liaison de deux protéines Al , 
immédiatement en amont de la séquence Shine-Delgarno, ne soit pas suffisante pour 
provoquer une répression traductionnelle (Figure 7B) (Travaux réalisés par M. 
Simard en collaboration avec C. Jaïn et J. Belasco, Skirball Institute, N.Y.). Ceci 
indique que la répression ne serait pas causée par la masse des molécules Al situées à 
35 
proximité de la séquence d' initiation de la traduction. Deux autres sites de haute 
affinité pour hnRNP Al ont été insérés en amont des premiers sites, séparés par une 
séquence de 20 nucléotides. La répression traductionnelle est obtenue lorsque les 4 
sites sont présents, suggérant qu'une liaison coopérative serait essentielle pour qu'il y 
ait répression (Figure 7B). Cette configuration serait représentative de la dimérisation 
de Al , nécessaire à la sélection des sites 5' d 'épissage alternatif en présence de sites 
de haute affinité de part et d'autre d'un ex on alternatif. Lorsqu 'A 1 est remplacée par 
UPl , on n'obtient aucune répression de la traduction, signifiant que le domaine riche 
en glycines est nécessaire à la liaison coopérative de A 1. 
Ainsi, nous évaluerons les a.a. situés dans le domaine riche en glycines et le RRM2 
potentiellement impliqués au niveau de l ' interaction protéine-protéine par la 
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Figure 7. Répression traductionnelle. A. L' interaction d'une protéine liant !'ARN à sa 
séquence ou structure cible en amont de la séquence Shine-Delgarno, empêche stériquement 
la reconnaissance du ribosome à ce site, donc l' initiation de la traduction (1 ). La traduction de 
l'ARNm rapporteur, suite à une mutagénèse de la protéine ou de la séquence cible d' ARN, 
indiquera que la mutation a affecté la liaison de la protéine à sa séquence ou structure (2) . B. 
Similairement à la répression traductionnelle traditionnelle, la liaison coopérative de hnRNP 
Al à une séquence ARN de haute affinité empêche la traduction de l'ARNm rapporteur (2). 
La présence d'une seule séquence ARN de haute affinité (1) et l absence du domaine riche en 
glycines de A 1 permet la traduction de I ' ARNm rapporteur (3). 
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Une mutagénèse aléatoire dirigée dans les domaines RRM2 et riche en glycines de 
l'ADNc de hnRNP Al par la technique d'amplification par erreur de la polymérase 
par PCR a été réalisée par M. Simard. La Taq polymérase génère environ un 
changement par 9000 nucléotides sous des conditions normales, pouvant modifier la 
nature d'un a.a. (Innis, 1990). Par la suite, la librairie nouvellement créée a été 
transformée dans une souche E.coli WMl/F' (Celander, 2000). Cette souche contient 
un mutant du gène recA permettant d'augmenter la stabilité des plasmides 
transformés et d'augmenter la reproductibilité des tests de J3-galatocsidase. La souche 
contient également le gène du répresseur lac contrôlant la synthèse de hnRNP A 1 
dans le cas où l'expression excessive du mutant Al serait toxique pour la cellule. 
LacZ est l 'ARNm rapporteur utilisé pour le test de répression traductionnelle. En 
principe, la présence d'une interaction Al-Al empêche la reconnaissance du site 
d'initiation par le ribosome et on le visualise par l'absence d'activité de la J3-
galactosidase sur des plaques IPTG/XGAL. Aucune coloration ne sera détectée 
lorsque la protéine Al de type sauvage est exprimée. À l'opposé, l'absence d'une 
interaction Al-Al provoquera la traduction de lacZ et des colonies bleues 
apparaîtront. Ensuite, les mutants repêchés ont été testés dans une seconde souche 
WMl/F', et la majorité ont obtenu un phénotype bleu ou bleu pâle. Les protéines ont 
été extraites de ces colonies et un immunobuvardage de type Western a été effectué 
afin de vérifier le niveau d'expression et la stabilité de la protéine Al. Les faux-
positifs causés par un faible niveau d'expression de Al ont été éliminés tout comme 
les protéines instables. Un gel de retardement de l'extrait cellulaire total a également 
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été effectué afin d'écarter tous les candidats défectueux dans la liaison avec un site de 
haute affinité pour Al. Finalement, les candidats restant ont été séquencés. 
Séquences 
Le séquençage a révélé qu'il y avait en moyenne deux à trois mutations par clone, ce 
qui constitue un nombre de mutations par protéine plus élevé que prévu (Figure 8). 
Certains phénotypes des mutants A 1 pourraient provenir de la combinaison de 
mutations. Puisque la purification des protéines recombinantes a été effectuée en 
même temps que le séquençage, les clones contenant des mutations multiples n'ont 
pas été écartés. Ainsi, on peut vérifier si tous les candidats ressortis par le système de 
répression traductionnelle montrent les mêmes caractéristiques de liaison aux acides 
nucléiques, d'interaction protéine-protéine et d'activité au niveau de l 'épissage 
alternatif. On dénombre certaines mutations dans le RRM2, mais aucun mutant de A 1 
contenant un des 4 a.a. mentionnés dans l'étude cristallographique participant à 
l' interaction UPl-UPl (Ding et al. , 1999) n'a été repêché. Plusieurs changements 
d'a.a. et même quelques troncatures ont été répertoriés à divers endroits dans le 
domaine riche en glycines. Cependant, aucune corrélation ne peut réellement être 
établie entre les mutants de A 1 puisqu'il y a souvent plus d'une mutation par 
protéine. 
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- mutant Acides aminés mulés 
RRM I RRM2 Gly-riche 
col or. 
21.01 Mutations silencieuses 
Bp (3) 
'°" ::JI 20.~ Glu--> Lys ( 126) 
B Tyr -> Asn ( 128) -C 
Ser-> Cys (231) 
28. 19 Glu -> Gly(176) 
B Ser -> Gly (2 52) -C 
26.20 Phe ->Tyr ( 153) 
B Glu--> Gly ( 176) 
Gly -> Arg (258) 
-C 
22.07 Asp ->Val (157) 
B lso -> Thr (253) 
Gin--> sbp (302) -C 
22.08 Lys-->Mét (161) !Col 213 
B Che11gement de cadre de 
lecilre, 6 aa différents, • Il ~ - 1 -C 
sbp. (213) 
21.2-l Go/ -> Ser(229) 
B 
2115 Go/ -> Arg (219) 
B Go/ -> Arg (277) • Il ., - -C: 
21.07 Glu -> Val (132) 
B • • • Ili -C 
21. 1-l Arg --> Leu ( 196) 190 301 
B Phe -> Tyr (273) 
Asn-> Ser 00 1) • • ii :! -C 
2l01 Tyr-> Si>p (305) 
B 
Il • !" " -C 
2-l. 10 Asn -> Asp (2 l 5) 
B 
210.J 1 Arg --> Cys (195) 
• • Il .ï -C 
Bp Ser -> Go/ (197) 
Go/ -> Ser (205) 
Go/ -> Cys (291) 
Gkl -> His (302) M Ili '~ · -C 
Figure 8. Tableau des mutants de hnRNP Al . Sous l'identification de chaque mutant de 
hnRNP A 1, est indiquée la couleur des colonies suite à un test b-galactosidase lors de la 
répression traductionnelle (B = bleu foncé , Bp = bleu pâle). L' identité et la position de 
chaque acide aminé modifié de chaque mutant sont mentionnées. Les domaines de A 1 
associés à une fonction (turquoise ombragé), domaines de Al sans fonction (rose), RNP (gris) , 
séquence en acide aminé différent de la séquence wt (jaune). Voir figure 4A pour une 
représentation plus détaillée de hnRNP Al. 
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La liaison aux acides nucléiques est affectée par certaines mutations 
Nous avions préalablement écarté les candidats repêchés par la stratégie de répression 
traductionnelle qui montraient une déficience dans la liaison avec les acides 
nucléiques. Cette technique utilisait un extrait bactérien brut et ne permettait pas 
d'évaluer avec précision la force d'interaction de chaque mutant Al par rapport à la 
protéine Al wt. Nous avons donc voulu confirmer la force d'interaction des mutants 
Al par gel de retardement à l'aide de l'oligonucléotide TSlO contenant 9 répétitions 
d 'ADN télomérique. En premier lieu, il a fallu produire nos A 1 mutants sous forme 
de protéines recombinantes. Dans les faits , cette étape fut accomplie avant de 
connaître l'identité des mutations de chaque clone. L'insertion d'une étiquette 6xHis 
en position N-terminale a été la stratégie choisie à raison de sa petite taille suggérant 
une faible interférence avec la structure et la fonction de la protéine. De plus, la 
purification peut se faire grâce à la liaison spécifique de l'étiquette 6xHis à une 
colonne de nickel. L'état des protéines recombinantes purifiées a été vérifié par 
immunobuvardage à l'aide de l' anticorps anti-Al clone #13 (Figure 9). Certains 
mutants Al sont moins bien exprimés dans les bactéries BL21 (piste #4). 
Pratiquement toutes les préparations ont une bande additionnelle légèrement plus 
courte, probablement causée par la dégradation pendant l'expression ou la 
purification de la protéine, ou bien encore par un artefact de migration provoqué par 
un repliement différent de la protéine. Quelques mutants ont une migration plus 
rapide que le His-A 1 wt (pistes #5 et 8). 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
wt 21 .01 21 .24 21 .15 23.01 wt 21 .2422.07 24.10 210.11 
35 kDa-
Figure 9. États des protéines recombinantes hnRNP Al et ses mutants. 
Immunobuvardage des protéines His-Al mutantes en comparaison avec le His-Al wt. Environ 
12 pmoles de chaque protéine recombinante purifiée ont été déposées sur un gel SDS-PAGE 
12.5%, sauf pour la piste #4 où 2.5 pmoles ont été déposées. Un contrôle His-Al de type 
sauvage (piste # 1) permet d'évaluer le poids moléculaire et le niveau de dégradation des 
protéines recombinantes. Les protéines ont été détectées à l'aide d'un anticorps anti-Al. 
42 
Par la suite, les protéines recombinantes ont été incubées 30 min à la température de 
la pièce en présence de l'oligonucléotide TSlO. L'ajout d'héparine, agissant comme 
compétiteur, réduit les interactions non-spécifiques (Figure 10). Le taux de 
disparition de l 'ADN libre en fonction de la concentration de hnRNP A 1 a été calculé 
(résultats non-montrés), et le profil de migration a été visuellement considéré. Les 
mutants 210.11, 23.01 , 24.10 et 21.14 ont une activité de liaison à l'ADN équivalente 
au His-Al de type sauvage. Les mutants 21.15, 21.24 et 22.07 ont une activité 
réduite. Les candidats ayant une activité équivalente à Al sont retenus pour évaluer 
leur activité au niveau de l' épissage alternatif. 
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His-A1 wt 210.11 23.01 24.10 
liée 
libre 
His-A1 wt 21.14 21.15 21.24 2207 
liée 
J libre 
Figure l O. Affinité des protéines hnRNP Al mutantes à I' ADN télomérique simple brin .. 
Comparaison de la liaison d' ADN télomérique simple brin à des concentrations croissantes (0, 
0.20, 0.40, 0.96 et 1.92 pmol/ul) de la protéine recombinante His-Al wt versus une 
concentration croissante de chaque mutant His-Al . Les protéines recombinantes ont été 
incubées 30 min à la température de la pièce en présence d'héparine, un compétiteur non-
spécifique. Les échantillons ont été séparés sur un gel polyacrylamide 5% non-dénaturant. 
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Interaction Al-Al des mutants selon le double hybride chez la levure 
Les mutants repêchés par répression traductionnelle devraient, par définition, être 
déficients dans l'interaction Al-Al. L'interaction protéine-protéine des mutants 
repêchés a été confirmée par une autre approche, soit le double hybride chez la levure 
(réalisation en collaboration avec Catherine LeBel et Aline Simoneau). Il a déjà été 
montré en double hybride que l'absence du domaine riche en glycines entraîne 
l'incapacité d'Al d'interagir avec elle-même (Cartegni et al., 1996). Nos protéines 
mutantes ont été fusionnées au domaine de liaison à l 'ADN Gal4 et une autre série a 
été fusionnée au domaine de transactivation Gal4. Ainsi, l'interaction de chaque 
mutant est testée avec lui-même. La présence d'interaction a été détectée en triplicata 
par la croissance des levures en milieu restrictif en adénine (Figure 1 lA). Comparés 
au Al wt, les mutants UPl, 210.11 et 21.07 montrent une activité très réduite alors 
que les autres mutants, 21.14, 23.01, et 24.10 semblent peu affectés. Cependant, il est 
difficile d'évaluer l'interaction entre protéines sur un milieu restrictif, car il est plus 
difficile de distinguer entre une interaction négative, un problème de croissance, ou 
une faible quantité de levures appliquées. Afin d'être plus quantitatif, la force 
d'interaction des protéines est mesurée en triplicata par un test de la p-galactosidase 
en milieu liquide. Ce test mesure, en unité Miller, le taux de transcription du gène 
rapporteur lacZ en fonction de la quantité de cellules, du temps et du volume de la 
réaction (Figure 1 lB). L'expression des protéines chez la levure n'a pas été vérifiée, 
excepté pour les contrôle hnRNP Al wt et UP l. On a supposé que le niveau 
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d'expression serait semblable au niveau d'expression chez la bactérie, malgré que le 
système soit différent et que les modifications post-traductionnelles peuvent affecter 
différentiellement l'expression. Donc, les résultats négatifs ne sont pas réellement 
significatifs. Les tests de ~-galactosidase en milieu liquide suggèrent que tous les 
mutants ont une déficience au niveau d'une interaction protéine-protéine par rapport 
au Al de type sauvage. Seuls les mutants UPI et 21.07 ont perdu totalement la 
capacité d'interagir avec eux-mêmes. Il est possible que l'ARN participe à 
l'interaction Al-Al chez la levure, puisque l'interaction Al-Al serait favorisé 
lorsqu' Al lie les acides nucléiques. Néanmoins, UPl nous montre qu'il ne peut 
interagir avec lui-même dans un test double-hybride alors que nous savons qu'il est 
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Mutant A1 
Figure 11. Mutants hnRNP Al en double hybride. A. Croissance des levures sur un milieu 
restrictif en adénine. B. Tableau de la quantification de la force d'interaction des mutants 
hnRNP Al par les réactions Miller. 
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Certaines mutations dans le domaine riche en glycines affectent la sélection des sites 
d'épis sage 5' 
L'absence du domaine riche en glycines empêche Al de promouvoir la sélection vers 
le site 5' distal d'un transcrit contenant deux sites d'épissage 5' pour un site 3' 
(Blanchette et Chabot, 1999). Une interaction protéine-protéine serait donc nécessaire 
pour maintenir l'activité de hnRNP Al dans l' épissage alternatif. Les mutants 
repêchés par la technique de répression traductionnelle, basée sur une perturbation de 
l' interaction Al-Al, devraient donc avoir une activité réduite au niveau del 'épissage 
alternatif. Afin de vérifier ceci, nous avons d'abord déplété Al d'un extrait nucléaire 
d'épissage et ensuite, supplémenté cet extrait déplété avec les protéines Al mutées. 
Un extrait nucléaire de cellules HeLa est déplété des protéines Al/AlB, A2/Bl en 
l' incubant pendant 20 min à 30 °C sur une colonne de billes d'agarose où des 
oligonucléotides d' ADN contenant 3 répétitions télomériques simple brin y sont 
couplés (Figure 12A). L'efficacité de la déplétion de hnRNP Al endogène est 
vérifiée par immunoblot à l'aide d'un anticorps anti-Al (Figure 12B). L'efficacité de 
déplétion est de l'ordre de 85-95% (pistes #3 et #4). Nous avons utilisé l'ARN pré-
messager modèle contenant deux sites d 'épissage 5' en compétition pour un site 3 ' , et 
quatre sites de haute affinité pour Al de part et d'autre d'un exon alternatif 
(Blanchette et Chabot, 1999) (Figure 12C). Le transcrit marqué au 32P a été incubé 
dans l'extrait nucléaire préalablement déplété en Al dans lequel les protéines 
recombinantes Al sont ajoutées en quantité croissante (0, 2.5, 5, 12, 24 pmoles) 
(Figure 13A). En absence de protéines rajoutées, le site 5' proximal est davantage 
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utilisé (comparer pistes #2 et #3). En ajoutant Al wt, le site d'épissage 5' distal est 
stimulé (pistes #4 et #5). Suite à la quantification des produits de l'épissage alternatif, 
l'activité de chaque mutant Al est représentée graphiquement en fonction de sa 
concentration (Figure 138). L'activité est calculée selon le rapport du compte 
radioactif de la bande correspondant aux lassos distaux sur le compte total des lassos 
distaux et proximaux. Les réactions d'épissage in vitro ont été répétées à trois 
reprises, tout comme la détection des comptes radioactifs de chaque réaction 
d'épissage. D'après le graphique, la courbe du mutant His-Al 23.01 est pratiquement 
identique à la courbe His-A 1 wt, alors que la courbe du mutant 24.10 suggère une 
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Figure 12. Transcrit et déplétion d'extrait nucléaire. A. Schéma représentant la déplétion 
d' un extrait cellulaire. Des oligonucléotides d' ADN contenant 3 répétitions télomériques 
simple brin pour Al sont couplés à des billes d' agarose. Un extrait nucléaire de cellules HeLa 
est incubé sur la colonne pendant 20 min à 30 °C. B. Immunoblot représentant l' efficacité de 
la déplétion de hnRNP A 1 endogène en fonction d'une quantité d'oligonucléotides croissante, 
à l'aide de l'anticorps anti-Al. C. Représentation schématique du transcrit dérivé du gène 
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Figure 13. Certaines mutations dans le domaine riche en glycines affectent la sélection 
des sites d'épissage 5'. L'ARN précurseur C5' 414 a été incubé 2h à 30°C dans un extrait 
nucléaire déplété en présence de concentrations croissantes (0, 2.5, 5, 12, 24 pmoles) de 
différentes protéines His-Al mutantes. Les réactions ont été déposées sur un gel 














# mutant Acides aminés mutés Liaison à Interaction A l-A l Épissage 
I' D Ade lacZ alternati f 
21.01 Mutations silencieuses (3) +++ +++ +++** +++ 
20.04* Glu-> Lys ( l26) ID +++ + ID 
Tyr-> Asn(l28) 
Ser -> Cys (23 1) 
28.19* Glu-> GI (176) NID ++ ++ ID 
Ser-> Gly (252) 
26.20* Phe -> Tyr ( 153) - NID +++** ID 
Glu-> Gly ( 176) 
Gly -> Arg (258) 
22.07 Asp -> Val (157) + - - -
lso -> Thr (253) 
Gin-> stop (302) 
22.08* L, -> Mét (161) + - - ID 
Changement de cadre de 
lecture, 6 aa différents, 
stop. (213) 
21.24* Gly-> er(229) ++ +++ ++ -
21.15 * Gly-> Arg(21 9 ) ++ ID +++** -
Gly-> Arg(277) 
21 07* Glu-> \'al ( 132) +t - - -
2 l.14 Arg-> Leu(196) +++ +++ ++ +++ 
Phe -> TT (273) 
Asn -> Ser (301) 
23 .01 Tyr-> top (305) +++ ++ ++ +++ 
24.10 Asn -> Asp (215) +++ ++ ++ ++ 
210.11 Arg-> Cys(l95) +++ + ++ -
Ser -> Gly ( 197) 
Gly -> Ser (205) 
Gly -> Cys (291) 
Gin-> His (302) 
* Expression difficile sous forme de protéines recombinantes avec l'étiquette 6x histidines. 
** Interaction positive, mais non quantifiée. 
ID • Donnée non disponible 
Figure 14. Tableau récapitulatif des caractéristiques des mutants de A 1. La nature et la 
position de chaque mutation sont décrites pour chaque mutant de hnRNP Al (Voir la figure 8 
pour une représentation graphique des protéines mutées). La quantification relative au niveau 
de l' interaction aux acides nucléiques, de l' interaction protéine-protéine par double hybride 
chez la levure sur milieu restrictif ou par un test b-galactosidase quantifié ou non, et l'activi té 
dans la sélection des sites d ' épissage 5 ' sont également inscrites . 
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DISCUSSION 
Validité du système de répression traductionnelle 
Pour déterminer les paramètres de départ du système de répression traductionnelle 
nécessaire pour évaluer la contribution de la liaison coopérative sur l'activité de Al, 
nous nous sommes basés sur notre connaissance de l'organisation des sites de liaison 
de Al dans un gène dont l'épissage alternatif est contrôlé par Al. Sur l'ARN pré-
messager de Al, on retrouve 4 sites de haute affinité pour hnRNP Al de part et 
d'autre de l'exon alternatif 7B; CEla-CEld en amont de 7B et CE4p-CE4m en aval 
(Hutchison et al., 2002). Sans être configurés comme la séquence optimale de Al 
déterminée par SELEX, les éléments CEl et CE4 ont des sites pour Al très 
rapprochés. Chaque site est capable de lier hnRNP A 1 indépendamment. 
L'utilisation d'un système procaryote à la place d'un système eucaryote peut 
présenter un désavantage. Un système eucaryote permet des modifications post-
traductionnelles sur les protéines pouvant occasionner une interaction protéine-
protéine différente, causée par la phosphorylation par exemple. Ainsi, une mutation 
repêchée par le système de répression traductionnelle pourrait présenter une activité 
différente lorsque placée dans un contexte eucaryotique. L'effet de la mutation 
pourrait être renforcé ou diminué. Il est probable que des a.a. importants pour 
l'interaction Al-Al ne soient pas détectés. La technique de répression traductionnelle 
a déjà été utilisée chez des cellules eucaryotes (Stripecke et al., 1994). 
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Un faux-positif ne comptant que des mutations silencieuses a été repêché (21.01) 
(Figure 14, ligne 1). Bien que nous n'ayons pas d'explications claires pour expliquer 
l'existence de ce faux-positif, il est possible que le séquençage n'est pas révélé la 
nature de la mutation. Comme l'expression de mutants de hnRNP Al dans un 
système bactérien est parfois difficile, une forme dégradée d'une protéine normale 
pourrait parfois être responsable d'un phénotype mutant. Une autre possibilité serait 
que la nature des mutations causerait une liaison à un facteur nucléaire ou formerait 
une structure secondaire qui ralentirait la production de protéines. La limite de 
détection de l ' activité de la f3-galactosidase lors de la répression traductionnelle 
pourrait être atteinte. L'apparition de colonies bleues pâles, pour le mutant 21.01 , 
favoriserait cette hypothèse. 
L'interaction Al-Al nécessite une liaison à une séquence d'acide nucléique simple 
brin 
Des résultats non-publiés obtenus par Guillaume Lettre et Marco Blanchette 
suggèrent que la liaison de A 1 à l 'ARN permet une interaction A 1-A 1 plus efficace. 
Nos données tendent également en ce sens. Les mutants (22.07, 22.08, 21.24 et 21.07) 
ayant une déficience au niveau de l'interaction à l'ARN, montrent également une 
activité réduite à une interaction protéine-protéine suite à la quantification de 
l ' activité de la f3-galactosidase. Nous ne pouvons conclure pour les mutants 26.20 et 
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21.15 puisque leur force d'interaction protéine-protéine n'a pas été quantifiée. Nous 
savons seulement qu'ils ont une interaction positive. Il a été observé que la liaison de 
UP 1 aux acides nucléiques induit un changement de conformation d 'UP 1 (Ding et al., 
1999). Ce changement de conformation chez Al permet peut-être d'exposer 
davantage la région nécessaire à l'interaction protéine-protéine. D'autres mutants 
devront être criblés afin de vérifier si une diminution de l'activité de liaison de Al à 
l 'ARN cause toujours une réduction de la force d'interaction protéine-protéine. 
Le rôle du RRM2 
Plusieurs mutants ayant une mutation dans le RRM2 montrent une déficience dans 
l' interaction Al-Al , mais la plupart ont d'autres mutations dans la protéine pouvant 
jouer un rôle. Seul le mutant 21.07 a perdu totalement sa capacité d'interaction et ne 
contient qu 'une seule mutation dans le RRM2 (Figure 14, ligne 9). Ce mutant est 
caractérisé par le changement à la position 132 du RRM2, d'une glutarnine en valine, 
c'est-à-dire d'un acide aminé avec une chaîne polaire hydrophile pour un a.a. avec 
une chaîne polaire hydrophobe. Son activité dans l' épissage est réduite malgré une 
assez bonne activité de liaison à l 'ARN. Puisque son activité de liaison à l 'ARN est 
toutefois un peu réduite, nous ne pouvons conclure que cet acide aminé est nécessaire 
à l'interaction protéine-protéine, car la réduction de l'activité dans l 'épissage 
alternatif pourrait être causée par cette diminution dans la liaison à l 'ARN. Selon 
notre modèle, l'interaction Al-Al est favorisée lorsque Al lie l'ARN d'abord. Un 
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changement de conformation permettant d'exposer les régions nécessaires à 
l'interaction Al-Al suivrait. Chez la levure, Al nécessite possiblement cette 
interaction à l' ARN avant d'activer le gène rapporteur. Donc, un défaut dans la 
liaison à l' ARN pourrait engendrer la perte d'interaction Al-Al. Toutes les protéines 
ayant une mutation dans le RRM2 semblent avoir une activité réduite au niveau de la 
liaison aux acides nucléiques et la plupart sont difficilement exprimées sous forme 
recombinante dans le système bactérien. Lorsque mesuré par un essai de liaison sur 
filtre en absence du domaine riche en glycines, le domaine RRM2 possède une 
activité de liaison à l 'ADN télomérique plus faible par rapport au RRM 1 
d'approximativement de l'ordre de 3 fois (Dallaire et al., 2000). La contribution du 
RRM2 est peut-être plus importante pour l'ARN lorsque le domaine riche en glycines 
est présent et permettrait de stabiliser la liaison dans des conditions plus sévères de 
gel de retardement. 
Il a déjà été montré, par la technique de double-hybride, que le domaine riche en 
glycines seul peut interagir avec lui-même (C. LeBel, résultats non-publiés) et que le 
domaine riche en glycines de Al peut interagir avec le domaine riche en glycines de 
A2 (Cartegni et al., 1996). Cependant, les interactions Al-Al et Al-A2, sous forme 
de protéines complètes, sont trois fois plus importantes que les interactions entre les 
domaines riche en glycines. Ceci suggère que d'autres régions dans le RRM2, ou 
ailleurs dans les 196 premiers a.a., sont nécessaires pour une interaction A 1-A 1 
optimale. 
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Le domaine riche en glycines influence l'interaction protéine-protéine 
Nous avons souvent plus d'une mutation par protéine, soit en moyenne trois à cinq. 
On ne sait donc pas toujours si le changement phénotypique est causé par une seule 
mutation ou par la combinaison de plusieurs mutations. Le nombre de mutations par 
protéine a été plus élevé que prévu. Il est possible qu'une erreur dans le changement 
des conditions de la Taq ce soit glissée lors de la mutagénèse, mais il semble 
davantage que ce soit le système de répression qui a sélectionné ces mutants. 
D'abord, il est probable qu'il faut affecter plus d'un acide aminé pour perturber 
suffisamment l'interaction protéine-protéine pour ensuite détecter cette perturbation 
par le système de répression traductionnelle. Mathématiquement, les chances sont 
plus faibles. Théoriquement, la Taq polymérase effectue normalement une mutation 
au 9000 nucléotides. Elle peut aussi causer l'insertion d'un nucléotide à tous les 
41000 nucléotides et ainsi provoquer un changement de cadre de lecture. C'est un 
événement 5 fois plus rare et qui s'est produit pour le mutant 22.08. Si un tel 
événement s'est produit, il est très plausible de retrouver des protéines contenant 2 ou 
3 mutations. D'autre part, environ 25% des mutants se terminent prématurément par 
un codon de terminaison. Cela constitue un événement fréquent lorsque 
statistiquement, il n'y a que 5% des chances de convertir un a.a. en codon stop. Pour 
le phénotype d'une perturbation de l'interaction protéine-protéine, une troncation du 
domaine riche en glycine était attendue puisque UP 1 ne possède pas ce domaine. 
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Certaines protéines ont des mutations uniquement dans le domaine riche en glycines, 
et la technique de double-hybride chez la levure nous a permis de confirmer que tous 
les mutants ont une activité de dimérisation réduite par rapport à la protéine de type 
sauvage. Le mutant 21.14 contient trois mutations réparties dans le domaine riche en 
glycines. Le mutant 23.01 est raccourci de 15 a.a. à partir de l'extrémité carboxy-
terminale. Ceci suggère que certains a.a. se retrouvant dans la queue terminale 
joueraient un rôle important dans l'activité de dimérisation de Al. Le mutant 24.10 a 
subi un changement d'un a.a. contenant une chaîne latérale hydrophile par un a.a. 
ayant une chaîne latérale chargée négativement, dans la boîte RGG. Cette charge 
négative apparaît dans une séquence chargée positivement causée par la présence de 
plusieurs arginines composant les répétions RGG. Il est possible que cette charge 
négative perturbe la charge globale de cette région protéique participant possiblement 
à l'interaction protéine-protéine. Enfin, le mutant 210.11 contient 5 mutations dont 3 
sont régionalisées dans la jonction des domaines RRM2 et riche en glycines. Le 
nombre de mutations est suffisamment important pour croire que la conformation 
structurelle pourrait être fortement modifiée. Ultérieurement, ces mutants devront être 
décomposés afin de pouvoir analyser individuellement la contribution de chaque 
mutation. La diversité des mutations sur le plan de la localisation suggère qu'il n'y a 
pas une région critique à l'interaction protéine-protéine dans le domaine riche en 
glycines, mais que plusieurs régions du domaine pourraient contribuer à l'interaction 
Al-Al. 
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Rôle du domaine riche en glycines dans l'épissage 
La protéine UP l, dont le domaine riche en glycines est absent, est incapable de 
promouvoir la sélection du site 5' distal sur un transcrit où deux sites d'épissage 5' 
sont en compétition. La déficience des mutants au niveau de l'interaction Al-Al 
devrait donc aussi refléter leur activité dans l'épissage alternatif. Parmi les quatre 
mutants qui lient très bien les acides nucléiques, les mutants 21.14 et 23.01 ont été 
capables de favoriser l'activation du site 5' distal aussi efficacement que la protéine 
de type sauvage. Le mutant 24.10 a montré une activité réduite dans sa capacité à 
promouvoir l'utilisation du site 5' distal, alors qu'aucune activité n'a été observée 
pour le mutant 210.11. Donc, il n'y a pas de corrélation entre l'activité des mutants 
Al dans l'épissage et la force d'interaction mesurée en double-hybride. Afin 
d'expliquer les résultats avec les mutants 21.14 et 23.01, nous pouvons suggérer que 
l'épissage in vitro par addition de protéines Al recombinantes dans un extrait déplété, 
n'est peut-être pas aussi sensible aux mutations de Al que les tests de répression 
traductionnelle et de double-hybride. Malgré la déplétion, une quantité de protéines 
endogènes hnRNP Al/AlB, A2/Bl subsiste toujours dans l'extrait nucléaire de 
cellules HeLa. L'épissage in vitro dans un extrait déplété étant moins efficace que 
dans un extrait normal, cette quantité de protéines endogènes diminue aussi la 
sensibilité de l'essai. Ces facteurs empêchent peut-être l'observation d'un lien clair 
entre la force d'interaction Al-Al et le déplacement vers le site d'épissage 5' distal. 
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Quatre sites de liaison de haute affinité pour Al, similaire à la configuration de la 
séquence optimale déterminée par SELEX, ont été retrouvés sur chaque intron 
flanquant l'exon alternatif 7B de l'ARN pré-messager de Al (Hutchison et al., 2002). 
Cependant, nous ne savons pas si 2 sites optimaux pour A 1 requièrent la présence de 
2 ou de 4 molécules Al. La répression du système de répression traductionnelle par 
Al et l'activité de modulation de l'épissage alternatif in vitro par Al, sont peut-être 
facilitées par la contribution de 4 molécules Al. Par contre, le double-hybride chez la 
levure mesure la force d'interaction seulement entre deux molécules. Dans un 
contexte de 4 molécules, le domaine riche en glycines pourrait participer à 
l'interaction protéine-protéine en présentant son domaine différemment. La 
configuration adoptée par les 4 molécules pourrait expliquer pourquoi il ne semble 
pas exister de corrélation dans nos résultats, entre l'interaction Al-Al et l'activité de 
A 1 dans l' épissage. 
HnRNP A 1 modélisée dans l 'épissage alternatif 
En conclusion, l'information rapportée par les différents mutants A 1 repêchés par la 
technique de répression traductionnelle reste en accord avec le modèle proposé sur le 
mécanisme de Al dans l'épissage alternatif Il suggère qu'Al favoriserait d'abord une 
liaison à l'ARN pour ensuite procéder à une interaction Al-Al. Il nous indique aussi 
que le RRM2 jouerait un rôle important sur l'activité de liaison aux acides nucléiques, 
mais aussi qu'il pourrait possiblement intervenir dans l'activité d'interaction protéine-
60 
protéine. L'interaction Al-Al serait possible par l'entremise de plusieurs régions 
dans le domaine riche en glycines, et probablement dans le RRM2. 
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ANNEXEI 
Bolduc, L., Labrecque, B., Cordeau, M., Blanchette, M., and Chabot, B. (2001). 
Dimethyl sulfoxide affects the selection of splice sites. J Biol Chem 276, 17597-
17602. 
J'ai contribué à l'article: "Dimethyl sulfoxide affects the selection of splice sites" en 
répétant l'expérience dont les résultats sont présentés à la figure 5 : "Me2SO rescues 
splicing in HeLa SlOO extract". J'ai également effectué les expériences dont les 
résultats sont présentés à la figure 6 : "Me2SO activates SR proteins", et à la figure 7 : 
"Modulating and stimulating activities of DMF and formamide". Ceci comprend 
également la production de protéines recombinantes. 
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Depending on the cell lines and cell types, dimethyl 
sulfoxide (Me2SO) can induce or block cell differentia-
tion and apoptosis. Although Me2SO treatment alters 
many levels of gene expression, the molecular processes 
that are directly affected by Me2SO have not been 
clearly identified. Here, we report that Me2SO affects 
splice site selection on model pre-mRNAs incubated in a 
nuclear extract prepared from HeLa cells. A shift to-
ward the proximal pair of splice sites was observed on 
pre-mRNAs carrying competing 5'-splice sites or com-
peting 3' -splice sites. Because the activity of recombi-
nant hnRNP Al protein was similar when added to ex-
tracts containing or lacking Me2SO, the activity of 
endogenous Al proteins is probably not affected by 
Me2SO. Notably, in a manner reminiscent of SR proteins, 
Me2SO activated splicing in a HeLa 8100 extract. More-
over, the activity of recombinant SR proteins in splice 
site selection in vitro was improved by Me2SO. Polar 
solvents like DMF and formamide similarly modulated 
splice site selection in vitro but formamide did not acti-
vate a HeLa 8100 extract. We propose that Me2SO im-
proves ionic interactions between splicing factors that 
contain RS-domains. The direct impact of Me2SO on al-
ternative splicing may explain, at least in part, the dif-
ferent and sometimes opposite effects of Me2SO on cell 
differentiation and apoptosis. 
Me2S01 is a polar solvent used to promote cell differentiation 
oftumor cell lines. For example, the treatment ofmouse eryth-
roleukemic and neuroblastoma cells with 2% Me2SO induces 
morphological changes and differentiation in red blood cells 
and neurons, respectively (e.g. see Refs. 1, 2). Me2SO also 
induces differentiation of the human U937 monoblast leukemia 
cell line into monocyte/macrophage (3) and stimulates the dif-
ferentiation of a human ovarian adenocarcinoma cell line (4). 
Paradoxically, Me2SO prevents the terminal differentiation of 
myoblasts (5, 6), inhibits the differentiation of adipocytes (7), 
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blocks the differentiation of antibody-producing plasma cells 
(8), and interferes with the differentiation of chick embryo 
chondrocytes (9). Whereas Me2SO has been used to induce 
apoptosis in some cell lines (10, 11), it inhibits cell density-de-
pendent apoptosis of CHO cells (6). Thus, depending on the cell 
line, Me2SO can have completely different effects on differen-
tiation and apoptosis. 
The cellular mechanisms that are affected by Me2SO remain 
unclear. Because Me2SO facilitates DNA uptake during trans-
fection procedures (e.g. see Ref. 12), Me2SO has been proposed 
to affect the integrity of cell membranes. Because Me2SO alters 
protein kinase C activity and the expression of integrin com-
plexes (6, 13), Me2SO may alter intracellular signaling proc-
esses, which in turn may have a broad impact on many aspects 
of gene expression. Me2SO treatment promotes changes in the 
abundance of certain mRNAs and in the ratio of spliced iso-
forms (14-17). Among the genes reported to be affected in their 
alternative splicing is the NCAM pre-mRNA. A 2% Me2SO 
treatment ofN2a cells promotes an increase in the inclusion of 
neuro-specific NCAM exon 18 (18, 19). Me2SO alters the alter-
native splicing of other genes including the amyloid precursor 
protein (20), the serotonin 5-HT3 receptor-A mRNA (21), and 
p53 (22, 23). Me2SO has also been associated with an effect on 
c-Myc mRNA elongation, maturation, and stability (23-25), 
and on the translation ofsome mRNAs (1). Whether any of the 
above changes result from a direct effect of Me2SO on RNA 
synthesis, maturation, and/or stability is currently unknown. 
Because treating cells with Me2SO can have a strong effect 
on the alternative splicing of many pre-mRNAs and because 
the mechanism of action of Me2SO remains unclear, we per-
formed a series of experiments in nuclear extracts to assess 
whether Me2SO directly affects the activity of the splicing 
machinery. We find that Me2SO can have drastic effects both 
on 5'-splice site and on 3'-splice site selection in vitro. Notably, 
other solvents of the same category (e.g. DMF and formamide) 
also perturb splice site selection. 
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
Treatment of Cells with Me2SO and in Vivo Alternative Splicing 
Assays-Me2SO was purchased from various suppliers including EM 
Science and Fisher Scientific Inc. DMF and formamide were from 
Calbiochem. N2a and HeLa cells were cultured at 37 °C in Dulbecco's 
modified Eagle's medium supplemented with 10% bovine calf serum. 
For treatment with Me2SO, medium containing 2% bovine calf serum 
was used. Following treatment, total RNA was isolated using the gua-
nidinium-HCl protocol as described in Chabot (26). RNase Tl protection 
assay was performed according to Melton et al. (27) using a uniformly 
labeled 530-nt NCAM antisense RNA probe. Exon 17/exon 19 splicing 
yields a 303-nt protected fragment while the inclusion of exon 18 pro-
duces a 452-nt fragment. Products were resolved on a 5% denaturing 
acrylamide gel. The reverse transcriptase-PCR assay used to amplify 
products corresponding to exon 7B inclusion and exclusion has been 
described in Chabot et al. (28). 
Substrate Pre-mRNAs and in Vitro Splicing Assays-pC5' -/-, pC5' 
4/4 and pC3' -/- have been described in B!anchette and Chabot (29). 
pNCAM3' was constructed by substituting the 3' -splice site of exon 7B 
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FIG. 1. Me2SO promotes exon inclu sion in vivo. A, mouse N2a 
cells were treated 48 h with 2% Me2SO. Total RNA was analyzed for 
changes in the alternative splicing of NCAM exon 18. A RNase Tl 
protection assay was used to monitor the ratio of exon 18 inclusion 
(EJB+) or exclusion (EJB-). B, HeLa cells were treated with 5% Me2SO 
for 5 h. Three dishes of cells were tested for each treatment and total 
RNA was analyzed for changes in the alternative splicing of exon 7B in 
the hnRNP Al pre-mRNA. The percentage of exon 7B inclusion on 
endogenous Al transcripts was determined by using a reverse tran-
scriptase-PCR assay as described in Chabot et al. (28). Contrai PCR 
reactions were performed with plasmids containing the cDNA from Al 
(!acking exon 7B, lane 1), or Al 8 (containing exon 7B, lane 2). The 
values were plotted as percentage of inclusion on a histogram that 
shows standard deviations. 
and exon 7B sequences in pC3' -/- for the equivalent regions of 
alternative exon 18 of the mouse NCAM gene (403 bp of exon 18 and 111 
bp of upstream intron sequences). Splicing substrates were produced 
from plasmids linearized with Scal, and transcribed with T3 RNA 
polymerase in the presence of cap analogue and [a-32PJUTP (Amersham 
Pharmacia Biotech). RNA purification was performed as described in 
Chabot (26). HeLa nuclear extracts and 8100 extracts were prepared 
(30) and used in splicing reactions as described previously (28). Al-
though Me2SO, DMF, and formamide were always added last, the order 
of addition did not affect the outcome. 
Recombinant Al and SR Proteins-Recombinant GST·Al, 
GST·SRp30c were puri.fied using a glutathione-Sepharose column (Am-
ersham Pharmacia Biotech). Bacterial lysis was in buffer A (50 mM 
piperazine-HCI, pH 9.8, 0.5 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 
20 µg/ml bacitracine, 1 mM benzamidine, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride in the presence of 3 mg/ml lysozyme and 1% Triton X-100. 
Elution from the columns was performed with buffer B (200 mM piper-
azine-HCI, pH 9.8, 0.5 M NaCI, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol , 20 mM 
reduced glutathione). The purified proteins were dialysed against 
buffer D (20 mM Hepes pH 7.9, 100 mM KCI, 20% glycerol, 1 mM EDTA, 
0.5 mM dithiothreitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride). 
RESULTS 
Me~O Affects Alternative Pre-mRNA Splicing in Viuo-
Me280 can promote cell differentiation, a process that is often 
associated with a change in the alternative splicing profile of 
specific genes. One example ofthis effect is found in the mouse 
N2a neuroblastoma cell line. The treatment of N2a cells with 
2% Me2SO induces neuronal cell differentiation and improves 
the frequency of inclusion of the neurospecific exon 18 in the 
NCAM pre-mRNA (Refs. 2, 31; Fig. lA) . A similar effect was 
observed on the hnRNP Al pre-mRNA. In this case, we moni-
A distal proximal 5'ss 5'ss 3'ss 
ITl-----uD---0 





2 3 4 5 6 7 8 
CS' -/-
CS ' 4/4 
J 
. . 0..0 
proximal lanats Ci_ 
J pre-mRNAs 
J mRNA (proximal) 
- 5' exon (proximal) 
FIG. 2. Me2 SO affects 5' -splice site selection in vitro. A, struc-
ture of the pre-mRNAs used to assay modulation of 5' -splice site selec-
tion. C5 ' -/- and C5' 4/4 have been described previously (29). The C5' 
4/4 pre-mRNA contains two CE4 elements, which are binding sites for 
hnRNP Al. B , incubation of the pre-mRNAs in HeLa extracts was for 
2 h in the presence of different percentages of Me280 (0, 0.8, 1.6, 2.4%). 
Labeled RNA products were fractionated on a denaturing 11 % poly-
acrylamide gel. The position and structure of the proximal and distal 
lariat products are shown. 
tored the inclusion frequency of alternative exon 7B following 
the treatment of HeLa cells for 5 h with 5% Me2SO (Fig. lB). 
Although the effect was Jess dramatic than for the NCAM 
pre-mRNA, Me2SO treatment significantly improved the inclu-
sion of exon 7B. 
Me~O Affects Splice Site Selection in Vitro-To determine 
whether Me2SO can modulate splice site selection directly, we 
tested the effect of adding Me2SO to splicing reactions incu-
bated in nuclear extracts prepared from HeLa cells. We used 
model pre-mRNAs derived from the hnRNP Al alternative 
splicing unit (29). C5' -/- contains two competing 5' -splice 
sites and a unique 3'-splice site (Fig. 2A). C5' -/- is spliced 
almost exclusively to the proximal 5' -splice site (Fig. 2B, lane 
1). In contrast, the presence of Al binding elements in C5' 4/4 
promotes efficient splicing to the distal 5' -splice site (lane 5). 
The addition of Me2SO at a final concentration of 0.8, 1.6, and 
2.4% did not affect the splicing efficiency ofC5' - /-RNA, and 
5' -splice site selection remained exclusively proximal (Fig. 2B, 
lanes 2-4). In contrast, Me2SO promoted a strong reduction in 
the use of distal 5'-splice site in C5' 4/4 pre-mRNA (lanes 6-8). 
The highest concentration of Me2SO (lane 8) produced a 5-fold 
decrease in the use of the distal 5' -splice site. In some experi-
ments, the reduction in distal 5' -splice site use was accompa-
nied by an increase in the production oflariat products derived 
from the proximal 5'-splice site (e.g. see Fig. 5A, lane 2). 
The effect of Me2SO on 5' -splice site selection was as strong 
on a pre-mRNA that was synthesized in the absence of cap 
analogue (data not shown). Thus, the reduction in distal 5' -
splice site usage was independent of the cap structure at the 
5'-end of the pre-mRNA. Me2SO also affected 5'-splice site 
7 6 
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FIG. 3. Me2 SO does not affect the ac-
tivity of recombinant hnRNP Al. A, 
HeLa extracts Jacking or containing 2.4% 
Me2SO were supplemented with recombi-
nant hnRNP Al proteins (0.125, 0.25, 0.5, 
and 1 µg) and splicing of the C5' 4/4 
pre-mRNA was monitored. The position of 
the distal and proximal lariat products 
are indicated. B, diagram depicting the 
Al-mediated stimulation of distal 5' -
splice site usage in extracts lacking or 
containing Me2SO. The almost identical 
slopes suggest that the activity of recom-
binant Al is not affected by Me2SO. 
] pre-mRNA 
1 2 345 6 78910 
selection in a model pre-mRNA carrying two copies of the 
5' -splice site of exon 7 (data not shown). ldentical effects were 
seen with Me2SO solutions obtained from different suppliers, 
and the deionization of Me2SO did not change its activity on 
5' -splice site selection (data not shown). Transient exposure of 
nuclear extracts to Me2SO (i.e. incubation in the presence of 
Me2SO followed by dialysis) did not affect 5'-splice site usage 
(data not shown). Thus, Me2SO needs to be present in splicing 
mixtures to affect splice site selection. 
Because Me2SO had a strong effect on the alternative splic-
ing of a pre-mRNA carrying Al binding elements (C5' 4/4), we 
asked whether Me2SO compromised the activity of the hnRNP 
Al protein. We have shown previously that hnRNP Al pro-
motes distal 5' -splice site utilization on this pre-mRNA (29). In 
nuclear extracts containing Me2SO, the addition ofhnRNP Al 
efficiently shifted selection toward the distal 5' -splice site (Fig. 
3A, lanes 6-10) . The effect was specific because the addition of 
similar amounts of GST or gene 32 protein had no effect (data 
not shown). Notably, the profile of stimulation obtained with 
increasing amounts of recombinant Al was similar to the pro-
file obtained in a nuclear extract lacking Me2SO (Fig. 3A, lanes 
1-5; compare the slopes in Fig. 3B ). Because the activity of 
recombinant hnRNP Al is not compromised by the presence of 
Me2SO, it is unlikely that Me2SO affects the activity of the 
endogenous Al proteins. 
To address whether Me2SO has a similar activity on 3' -splice 
site selection we tested a pre-mRNA (C3' - /-; Fig. 4A), which 
is spliced predominantly to the distal 3' -splice site (Ref. 29; Fig. 
4B, lane 1). C3 ' -/- splicing was sensitive to increasing 
amounts ofMe2SO (Fig. 4B, lanes 2-4). At the highest concen-
tration of Me2SO (lane 4), more than 50% of splicing occurred 
at the proximal 3' -splice site. We also tested a derivative of C3' 
-/- in which the central portion was substituted for the 3'-
splice site region and a portion of NCAM alternative exon 18 
(NCAM3' RNA). Although splicing of NCAM3' RNA was less 
sensitive to Me2SO than C3' -/-, Me2SO promoted a stronger 
reduction in the use of the distal 3'-splice site than of the 
proximal 3' -splice site (Fig. 4B, lanes 5-9). Alternative splicing 
of a {3-globin pre-mRNA carrying duplicated 3' -splice sites was 
also affected by Me2SO (data not shown). 
Me~O Activates SR Proteins-The effect ofMe2SO on splice 
site selection is reminiscent of the activity of SR proteins, 
which tend to activate splicing of the proximal pair of splice 
sites (32, 33). Although Me2SO did not stimulate overall splic-
ing activity in nuclear extracts (Fig. 5A, lanes 1 and 2), we 
asked whether Me2SO could mimic the generic splicing activity 
of SR proteins. This activity was initially defined by the capac-
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FIG. 4. Me2 SO affects 3 '-splice site selection in vitro. A, struc-
ture of the pre-mRNAs used to assay modulation of 3' -splice site selec-
t ion. C3' -/- is derived from the hnRNP Al gene (29). The NCAM 3' 
pre-mRNA is an hybrid pre-mRNA containing the 5' -splice site of exon 
7, the 3'-splice site ofNCAM alternative exon 18 and the 3'-splice site 
of adenovirus 12 exon. B , in vitro splicing assays of mode! pre-mRNAs. 
Incubation was for 2 h in HeLa extracts containing increasing percent-
ages ofMe2SO (0, 0.8, 1.6, 2.4% in lanes 1-4, and 0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2% 
in lanes 5-9). Labeled RNA products were fractionated on denaturing 
11 % (for C3' -/-) or 6.5% (for NCAM3 ') polyacrylamide gels. The 
position of the pre-mRNA and proximal and distal lariat products is 
shown. 
either as a mixture of SR proteins or individually (33, 34). 
U2AF65 also activates splicing when added to a HeLa SlOO 
extract (35). Notably, the addition of Me2SO to a HeLa SlOO 
extract stimulated splicing as efficiently as the addition of the 
r er.ombinant SR protein ASF/SF2 {Fig. 5A, lanes 3-5). The 
17600 Dimethyl Sulfoxide and Splice Site Usage 
addition ofMe2SO to a SlOO extract also stimulated the forma-
tion of complexes, as judged by native gel analysis (Fig 5B, 
lanes 7-9). These results suggest that Me2SO increases the 
activity ofresidual amounts of SR or U2AF proteins in the SlOO 
extract. The level of splicing stimulation varied considerably in 
different preparations of SlOO extract. Although Me2SO and 
recombinant ASF/SF2 restored splicing activity in a similar 
manner , splicing to the distal 5 ' -splice site was not detected, as 
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FIG. 5. Me2SO rescues splicing in a HeLa 8100 extract. A , splic-
ing reactions were performed in a HeLa nuclear extract (NE) and in a 
HeLa SlOO extract. The extracts were incubated in the absence or in the 
presence of 3.2% Me2SO. The SlOO extract was also supplemented with 
0.5 µg of recombinant ASF/SF2 protein (lane 5). The pre-mRNA sub-
strate used was C5 ' 4/4. B, a HeLa nuclear extract (NE), a HeLa SlOO 
extract or SlOO extract supplement with 3.2% Me2SO(S100 + DMSO) 
were incubated with a mode! pre-mRNA derived from the adenovirus 
major late transcription unit. Following incubation for the time indi-
cated (in minutes), samples were fractionated in a native 5% polyacryl-
amide gel. The position of the nonspecific complex H and of splicing 
complex A is indicated. 
A 
previously that distal 5' -splice site selection on this pre-mRNA 
requires hnRNP Al (29). The failure to activa te distal 5' -splice 
site use is probably because of the fact that SlOO extracts 
contain small amounts of hnRNP NB proteins as compared 
with nuclear extracts (not shown). 
The above result suggests that Me2SO may affect the activity 
of SR proteins . To further examine this possibility, we tested 
the effect of adding Me2SO to splicing reactions preincubated 
with a recombinant SR protein. At the concentrations used and 
in the absence of Me2SO, the recombinant SR protein 
GST·SRp30c had little effect on 5' - splice site selection when 
using the C5' 4/4 pre-mRNA (Fig. 6A, lanes 1-3). However, in 
the presence ofMe2SO, the same amount ofGST·SRp30c stim-
ulated proximal 5' -splice site utilization (lanes 4-12). Thus, the 
simultaneous addition of Me2SO and SR produced a shirt to-
ward proximal use that was greater than the sum of their 
individual contribution. Because recombinant SR proteins dis-
play more activity in the presence ofMe2SO, a similar effect on 
the endogenous SR proteins may be responsible for the activity 
of Me2SO in nuclear extracts. 
DMF and Formamide Also Modulate Splice Site Selec-
tion-To understand the chemical basis for the activity of 
Me2SO in alternative splicing, we tested other solvents. At 
equivalent percentages, both DMF and formamide were at 
least as active as Me2SO at modulating 5' -splice site selection 
(Fig. 7A). Surprisingly, although DMF and formamide shared 
with Me2SO the ability to modula te 5' -splice site selection, 
formamide was unable to activate splicing in a HeLa SlOO 
extract (Fig. 7B). 
DISCUSSION 
We have observed that the addition of Me2SO to nuclear 
extracts can have strong effects on splice site selection while 
having minimal effects on the efficiency of splicing. In contrast, 
the addition ofMe2SO to a splicing-deficient HeLa SlOO extract 
stimulated splicing in a manner reminiscent of the activity of 
SR proteins. The effect of Me2SO on splice site selection was 
also similar to the activity of SR proteins because Me2SO 
shifted selection toward the proximal pair of splice sites. Con-
sistent with the notion Me2SO stimulates the activity of SR 
proteins, we found that the combination of Me2SO and SRp30c 
produces a shirt that is greater than the sum oftheir individual 
contribution. Thus, a general stimulation in the activity of all 
endogenous SR proteins most probably explains why Me2SO 
influences splice site choice in vitro. Likewise, the addition of 
Me2SO to a SlOO extract may stimulate the residual amounts 
of SR proteins present in this extract. 
An additional mechanism by which Me2SO may affect splice 
site selection is through the inactivation of the hnRNP NB 
proteins, which are known to antagonize the activity of SR 
proteins in splice site selection (36, 37). However, we have 
B 
0 2A 32 4D DMSO (%) 
FIG. 6. Me2 SO activates SR pro-
teins. A, using the C5' 4/4 pre-mRNA, the 
activity of the recombinant SR proteins 
GST·SRp30c was tested in the absence 
and in the presence of increasing concen-
trations of Me2SO. The GST·SRp30c pro-
tein (0.5 and 1 µg) was preincubated in 
nuclear extract 15 min at 30 °C before 
adding the pre-mRNA and Me2SO. B, di-
agram depicting the SRp30c-mediated re-
duction in distal 5' -splice site usage in 
extracts lacking or containing different 
concentrations of Me2SO. 
_ _.. _ _.. _ _.._ ... SRp30c 
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FIG. 7. Modulating and stimulating 
activities of DMF and formamide. A, 
in vitro splicing assays with the mode! 
pre-mRNA C5 ' 4/4 were carried out in 
HeLa extracts in the presence of different 
percentages ofDMF or formamide (0, 1.6, 
2.4, 3.2, and 4%). For comparison, splicing 
of the same pre-mRNA in a HeLa nuclear 
extract containing 4% Me2SO is shown 
(lanes 6 and 12). The position of the 
pre-mRNA and proximal and distal lariat 
products is shown. B, splicing reactions 
with the C5' 4/4 pre-mRNA were set up in 
HeLa 8100 extracts in the presence ofin-
creasing amounts of Me2SO, DMF, or 
formamide (0, 2.4, 3.2, and 4%). For 
comparison, a splicing reaction performed 
in a HeLa nuclear extract is shown 
(NE, Lane 13). 
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observed that the activity of recombinant hnRNP Al proteins 
in splice site selection is not affected by the presence ofMe2SO. 
This result suggests that the activity of endogenous Al pro-
teins is probably not affected by Me2SO. 
Because Me2SO, DMF, and formamide decrease the melting 
temperature of DNA and RNA duplexes, it is possible that 
changes in 5' -splice site selection may be caused by the weak-
ening of the base pairing interactions between Ul snRNA and 
5 ' -splice sites. However, this explanation is unlikely for the 
following reasons. First, a reduction in Ul snRNP binding 
should lead to more distal 5 '-splice site utilization, as is the 
case when Ul activity is reduced through oligonucleotide-tar-
geted RNase H digestion (data not shown). Moreover, increased 
selection of a proximal 5' -splice site is associated with im-
proved Ul snRNP binding (38). Second, splice site selection on 
a transcript that is normally spliced to a distal 5' -splice site 
because of a duplex structure in the pre-mRNA was insensitive 
to Me2S0.2 Thus, the effect ofMe2SO, formamide and DMF on 
5' -splice site selection cannot be explained by a reduction in the 
stability of base pairing interactions. However, it is possible 
that this denaturing activity contributes to the reduction in 
overall splicing activity observed at higher concentrations of 
solvents. 
Although our results suggest that Me2SO affects the activity 
of SR proteins, the mechanism by which SR proteins become 
activated remains unclear. Western analysis using an antibody 
that recognizes phosphorylated epitopes on SR proteins re-
vealed no change in the overall and relative abundance of 
phosphorylated SR proteins upon incubation with Me2SO (data 
not shown). Moreover, Me2SO did not affect the binding of SR 
proteins to a purine-rich RNA splicing enhancer element (data 
not shown). Me2SO also did not modify the solubility of SR 
proteins when extracts were incubated with increasing concen-
trations of MgC12 (data not shown). Although Me2SO is re-
garded as a relatively inert solvent for pharmacological appli-
cations, it improves the solvation of cations and stimulates 
nucleophilic reactions. DMF and formamide share with Me2SO 
this chemical property. Thus, one possibility is that Me2SO 
improves the solvation of positive charges on proteins. This 
may influence the structure at the surface of proteins and 
facilitate ionic contacts between charged domains of interact-
ing proteins . Consistent with this view, modulation of 5' -splice 
site selection in vitro is known to be sensitive to the ionic 
conditions of the reaction (39). Splicing proteins that carry 
charged domains include SR and U2AF proteins, which have 
RS-domains rich in positively and negatively charged amino 
2 M. Cordeau and B. Chabot, unpublished r.esults. 
acids (arginines and phosphorylated serines, respectively). In-
teractions between the RS-domain containing proteins ASF/ 
SF2, Ul snRNP-70 kDa, and U2AF35 have been proposed to 
occur early during spliceosome assembly (40). Moreover, these 
interactions are sensitive to the phosphorylation state of ASF/ 
SF2 (41). Thus, Me2SO may activate splicing in a SlOO extract 
by improving the quality of the ionic interactions between 
residual amounts of SR and U2AF proteins . Because the 
amount and activity ofthese proteins are in excess in a nuclear 
extract, this would explain why Me2SO stimulates generic 
splicing in a SlOO but not in a nuclear extract. 
Even though nuclear extracts contain sufficient amounts of 
SR proteins for generic splicing, their activity in splice site 
selection is not maximal because adding more SR proteins can 
have a strong effect on the selection of splice sites (32, 33). 
Because a similar effect can be obtained by adding kinases that 
phosphorylate the RS domains of SR proteins (42), the profile of 
charged residues at the surface of SR proteins is crucial for 
their activity as splicing regulators. Moreover, the requirement 
for charged residues at the surface of SR proteins appears 
different for generic and alternative splicing because dephos-
phorylation of ASF/SF2 is essential for constitutive splicing, 
but is not required for the protein to fonction as a splicing 
regulator (41). Thus, Me2SO may affect the presentation of 
charged residues that are important for the activity of SR 
proteins in splice site selection. Because Me2SO and DMF 
activate splicing in a HeLa SlOO extract, Me2SO and DMF may 
also affect the presentation of different residues that are im-
portant for generic splicing. In contrast, because formamide 
affects splice site selection but cannot activate a SlOO extract, 
formamide may only affect the presentation of residues that 
play a role in splice site selection. 
Our results raise the possibility that the documented effect of 
Me2SO on cell differentiation may be caused, at least in part, 
by changes in the activity of SR proteins, which in turn affect 
splice site selection. This conclusion is supported by the obser-
vation that DMF can mimic the effect of Me2SO bath in differ-
entiation assays (5, 43-45), and in splicing assays in vitro . 
Depending on the cell types, Me2SO can either promote or block 
differentiation or apoptosis. These opposite outcomes may be 
explained if different subsets of pre-mRNAs are expressed in 
different cell types. For example, alternative splicing is often 
used to control the production of proteins involved in pro-
grammed cell death such as Fas, Bcl-2, Bax, and Ced-4 (46). 
Hence, Me2SO may alter the alternative splicing of a 
pœ-mRNA to favor the production of a repressor protein in one 
cell type, while an inducer may be produced from another gene 
-- - ·"fferent cell type. 
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J'ai contribué à l'article: "A proteomic approach to the identification of 
heterogeneous nuclear ribonucleoproteins as a new family of poly (ADP-ribose)-
binding proteins", en produisant les protéines recombinantes hnRNPs utilisées pour 
l'expérience dont les résultats sont présentés à la figure 8 : "pADPr-binding pattern of 
conserved hnRNPs domain". 
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A proteomic approach to the identification of heterogeneous nuclear 
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A new class of poly(ADP-ribose) (pADPr)-binding proteins. 
heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs), has been 
identified by a proteomic approach using matrix-assisted laser-
desorption-ionization time-of-flight (' MALDI-TOF') MS. 
Liquid-phase isoelectric focusing with a Rotofor'~ cell (Bio-Rad) 
allowed pre-fractionation of proteins extracted from HeLa cells. 
Rotoforlil protein fractions were further separated by SDS / 
PAGE and then transferred to a PVDF membrane. pADPr-
binding pro teins were analysed by autoradiography of the protein 
blot after incubation with "2P-labelled automodified pADPr 
polymerase-1 (PARP-1 ). Peptide mass fingerprinting of selected 
bands identified the most abundant pADPr-binding proteins as 
hnRNPs, a family of proteins that bind pre-mRNA into func-
tional complexes involved in mRNA maturation and transport 
to the cytoplasm. Sequence homology database searching against 
INTRODUCTION 
Poly(ADP-ribosyl)ation is a unique post-synthetic modification 
catalysed by the growing poly(ADP-ribose) (pADPr; polymerase 
(PARP) family of enzymes in response to DNA-damaging agents 
[l,2]. Using NAD+ as a substrate, PARPs catalyse the formation 
of pADPr with heterogeneous branched chain lengths of up to 
200 units in vitro (3]. Sorne of these enzymes, such as PARP-1 and 
PARP-2, are localized in the nucleus and some, such as PARP-
4 and PARP-5, are located in the cytoplasm, but pADPr synthesis 
takes place mainly in the cell nucleus [3]. Recently, it has been 
shown that PARP-1 activation is required for translocation of 
apoptosis-inducing factor(' AIF ') from the mitochondria to the 
nucleus and that PARP-1-dependent cell death is caspase-
independent [4]. Also, post-translational poly(ADP-ribosyl)ation 
of an oscillator component has been proposed to contribute to 
setting the period length of the Arabidopsis thaliana (thale cress) 
central oscillator [5]. 
More than 30 nuclear substrates of P ARPs have been identified 
(6]. However, the main acceptor of pADPr is PARP-1 itself. a 
phenomenon known as 'PARP-1 auto modification' [7]. In view 
of the tremendous negative charge and size ofpADPr, poly(ADP-
ribosyl)ation of proteins likely has a major impact on protein 
structure and function. 
In the present paper we report a proteomic approach to 
identify some proteins that bind to pADPr. The most abundant 
a previously reported pADPr-binding sequence motif revealed 
that the hnRNPs contain a putative pADPr-binding sequence 
pattern [Pleschke. Kleczkowska, Strohm and Althaus (2000) J. 
Bio!. Chem. 275, 40974-40980]. pADPr-binding assays perform-
ed with synthetic peptides by the dot-blot technique and 
with nitrocellulose-transferred recombinant hnRNPs confirmed 
the pADPr-binding protein identification_and the specificity of the 
interaction. These results could establish a link between increased 
levels ofpADPr in DNA damaged cells and the modified protein 
expression pattern resulting from altered mRNA trafficking. 
Key words: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP), 
peptide mass fingerprinting, poly(ADP-ribose) (pADPr), proteo-
m1c. 
of these pADPr-binding proteins are predominantly hetero-
geneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs), a large set of 
proteins that bind mRNA in the cell nucleus. Although hnRNPs 
presumably have several different functions, these are not yet al! 
well characterized for each member of the hnRNP family. It has 
been proposed that hnRNPs help package the pre-mRNA into 
functional complexes [8]. For example, several hnRNPs are 
associated with the spliceosome complex [9]. In addition to RNA 
binding, some hnRNPs are known to bind single-stranded, 
duplex and triplex DNA [10]. hnRNPs are multifunctional 
proteins that can influence gene expression through many cellular 
processes. For example, interaction between hnRNP A 1 and 
inhibitory KBa (' lKBa ') is required for maximal activation of 
nuclear factor KB (' NF-KB ')-dependent transcription [ 11]. There 
is also considerable evidence that suggests a rote for some 
hnRNPs in the export of mRNA from the nucleus to the 
cytoplasm (12-14]. The recent finding of telomere-bound 
hnRNPs suggests that hnRNPs may be involved in the regulation 
of telomere length [15]. 
The functions of conserved domains of hnRNP Al and other 
hnRNPs have been extensively studied. hn.RNP Al is a 320-
amino-acid protein containing two copies of an RNA recognition 
motif (RRM) at the N-terminus, known as the UPl domain, and 
a C-terminal glycine-rich domain (CT) that comprises an M9 
nuclear localization signal (NLS) involved in bidirectional nuclear-
cytop.lasmic transport [16] (Figure l). RRMs are common and 
Abbrev1at1ons used. CCD, charge-cou pied device; CT, C-term1nal glyc1ne-rich do main; DHBB, d1hydroxyboryl-B10-Rex: OTT. d1th1othre1to1, GST, 
glutath1one S-transferase: HCCA, .:x-cyano-4-hydroxycinnamic acid. nnRNP. heterogeneous nuclear ribonucleoprote1n: MALDl-TOF MS. matr1x-
ass1sted laser-desorption-ionizat1on t1me-of-fl1ght MS: NLS, nuclear loca11zat1on signal, pADPr, poly(ADP-ribose). PARP, poly(ADP-ribose) polymerase: 
R060, ribonucleoprotein 60; RRM. RNA recogn1t1on motif: TFA. trifluoroacet1c ac1d. 
1 To whom correspondence should be addressed (e-mail guy.001riercij:crchululaval.ca). 
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evolutionary conserved RNA-binding modules. The two RR:vt s 
of hnRN P At are closely related, but have distinct functions in 
regulating pre-mRNA processing. The UPI and C-terminal 
domains of hnRNP Al can independentl y bind nucleic acids. 
although this binding is substantially weaker than that obse rved 
with intact hnRNP Al protein (17] . Both the L"Pl and the 
C-terminal domains of hnRNP Al are required in alternatiYe 
splicing of mRNA (18]. 
Recent reportS have also suggested the implication of hn R'.'JPs 
during apo ptosis. The cleavage of hnRNP Al by caspase-3 
identified hnRNPs as apoptosis-associated proteins in human 
Burkitt lymphoma cell line (19]. Subcellula r proteome analysis 
and dilferential protein exp ression of apoptotic cells has been 
very informative regarding hnR P processing resulting from 
apoptotic events in the cell [19.20]. Little is known about the 
physiological significance of the involveme nt of hnR~Ps in 
apoptosis. but translocation and cleavage of several other 
hnR NPs have been identified (21] . 
In the present study we have shown that hnRNPs which bind 
to pADPr contain a consensus sequence that is responsible for 
the specific binding and that pADPr binding is a characteristic 
distinct from RNA binding. The implications ofthese interactions 
in mR A maturation and translocation will be discussed. 
MATERIALS AND METHOOS 
Hela cell sample preparation 
The human cervical adenocarcinoma cell line Hc::La-S3 was 
cultured in suspension (air/ C01 . 19 : 1; 37 °C) in Eagle·s minimal 
essential medium (S-M EM ; Sigma) containing 10 °-0 (v / v) fetal-
bovine serum, 100 units / ml penicillin and 100 /tg/ ml strepto-
mycin . Cel l growth was produced in a ste rile culture cell spinner. 
Cell pellets containing 2.6 x lOM cells were washed twice with 
sterile Hepes bulfer and stored at - 80 °C They were thc::n 
resuspended in 15 ml of the Rotofor it isoelectric-focusing 
(IEF) bulfer [0 .2" 0 Triton X-100/ 5 M urea/2 M thioure:i / 2 ° 0 
CHAPS/2 "0 Bio-Lytes pH 3-10 (Bio-Rad)/ protease-i nhibitor 
cocktail (according to Boehringer"s instructions)]. The cell extract 
was vo rtex mix.:d for 5 min to achieve complete ce ll disruption 
and protein solubilizatio n_ then sonicated a t 20 kHz with ::in 
amplitude value of 3 for 1 min with a 550 Sonic Dismembra tor 
sonicator (Fisher Scientific). The cell extract was centrifuged at 
15 000 g for 15 min to rem ove extraneous cellular de bris. The 
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volume of the cell-protein-extract supernatant was then adj usted 
to 18 ml with the Rotofor11. buffer. 
Liquid-phase IEF 
A mini Rotofor ]!) preparative cell (Bio-Rad) was used to separate 
proteins in the liquid phase according to their pl. The solubilized 
cell pellet was loaded into the Rotofo r it focusing chamber without 
further treatment. A constant power of 10 W was a pp lied to 
the system, which was cooled to 10 °C with a water circulator. The 
initial voltage of -+50 V reached a plateau of 1 OO V afte r approx . 
4 h of focusing time. A total of 20 fractions were collected, and 
their pH values measured with a microelectrode. Each of the 
Rotofor lll fractions were analysed on l.5 mm-th ick SDS/ 10 °;, -
(w / v)-polyacrylamide gels, which we re sil ver-stained as described 
by Mortz et al. (22]. 
pADPr-binding protein identification 
Even-numbered Rotofor lll fractions were separated by SDS/ 
10 ° 0 -PAG E. Pro teins were transferred on to a 0.45 /tm-thick 
PVDF membrane (Bio-Rad) overnight at a constan t voltage of 
30 V in a system cooled to 4 °C The membrane was incubated 
for 1 h at room temperature with gentle agitation in T BS-T 
(10 mM Tris/ HCI (pH 8.0)/ 150 mM NaCl / 0.1 °~ Tween-20], 
containing 250 nM of either 1·'P-labelled a utomodified PARP-1 
or free "'P-labelled pADPr. It was then washed with the T BS-T 
bulfe r until no radioactivi ty co uld be detected. The membrane 
was subsequentl y ai r-dried and subjected to autoradiograph y o n 
Bio-Max (Kodak) films . 
32P-l abelled automodified PARP -1 synthesis 
3~P-labelled automodified PA RP-1 was synthesized essentiall y as 
described by Ménard and Poirier (23]. ln a total reaction volume 
of 9001tl [100 mM Tris/ HCI (p H .0)/ 10 mM MgCl j8 mM 
dithio threitol (OTT)/ 10 ° 0 (v / v) glycero l/ calf thymus activated 
D A (23 itg )/1 mM NAD· j. 751tCi of ['1' P] AD - was added. 
Ethanol was added to this preparati on dropwise at 10 °~ , (v/v) 
final concentration, with constant mixing , and the reaction 
mixture was incubated for 3 min a t 30 °C The re:.iction was 
started by adding 20 units (24] of PARP- 1 purific::d up to the 
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DNA-œllulose step (600 units/mg of protein) as described by 
Zahradka and Ebisuzaki [24]. After 30 min at 30 °C. during 
which time the enzyme was modified by covalent linkage of 
pADPr chains to its automodification domain. 100 µl of 3 M 
sodium acetate. pH 5.2, and 700 µ1 ofpropan-2-ol were added as 
described by Brochu et al. [25]. The reaction mixture was kept on 
ice for 30 min and then centrifuged at 10000 g for 10 min at 4 °C. 
The pellet was washed twice with ice-cold 80 °~ (v /v) ethanol and 
resuspended in 900 µlof TE buffer [10 mM Tris/HCI (pH 8.0)/ 
1 mM EDTA]. Calculating from the radioactivity count before 
and after synthesis, the percentage of NAD~ incorporation was 
16° 0 • The final pADPr concentration was 162µM. 
32P-labelled free pADPr 
Following ''~P-labelled automodified PARP-1 synthesis, the pro-
tein-bound pADPr was hydrolysed by incubation with 1 ml of 
1 M KOH and 50 mM EDT A solution at 60 °C. After 1 h. 9 ml 
of AAGE9 buffer [250 mM ammonium acetate (pH 9.0)/6 ~1 
guanidine/ 10 mM EDT A] was added and the pH was adjusted 
to 9.0 with 4 M HCI. The free pADPr was isolated on a 
dihydroxyboryl Bio-Rex (DHBB) resin synthesized as described 
by Shah et al. [26]. A 0.5 ml portion of DHBB was packed into 
a 10 ml Econo column (Bio-Rad) and washed with 5 ml of water 
and 10 ml of AAGE9 buffer. The sample was loaded on the 
DHBB. the ft.ow-through was reloaded. and the resin was washed 
with 20 ml of AAGE9 buffer, followed by 10 ml of 1 M am-
monium acetate, pH 9.0. The free ~ 2 P-labelled pADPr was eluted 
with five portions of0.5 ml of water at 37 °C. Fractions 2 and 3. 
corresponding to the peak of radioactivity. were pooled. 
Identification of pADPr-binding proteins by peptide mass 
fingerprinting 
Prior to the protein extraction and identification on the matrix-
assisted laser-desorption-ionization time-of-ft.ight (MALDI-
TOF) mass spectrometer, the :izP-labelled pADPr was removed 
from the proteins by incubating the PVDF membrane for 30 min 
in a 0.1 M NaOH solution containing 20 mM EDT A. Bands 
excised from the PVDF membrane were rinsed with de-ionized 
water and eut into pieces of approx.imately 1 x 1 mmz. To each 
band, 100 /tl of 25 mM ammonium bicarbonate in 10 °·0 aceto-
nitrile was added. Proteins in the PVDF membrane pieces were 
reduced by adding 3 1d of 45 mM OTT and incubating for 
20 min at 37 °c. Alkylation was accomplished by adding 3 µl of 
100 mM iodoacetamide and incubating the mixture in the dark 
for 20 min. This buffer was then removed. and 100 µlof 25 mM 
ammonium bicarbonate in 10 % acetonitrile and 0.1 % octyl ;J-
o-glycopyranoside was added. The samples were incubated at 
37 °C for 20-24 h with 5 1d of 0.1 mg/ml trypsin (Promega 
Sequencing Grade Modified Trypsin). 
An x-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) matrix solution 
was prepared as a saturated solution in 50 % acetonitrile and 
0.1 °•0 trift.uoroacetic acid (TFA). A 11d aliquot of the digestion 
solution was pipetted directly on to a dried 0.8 µ1 spot of HCCA 
on the sample plate. The spot was allowed to dry and then 
another 1 ,ul was deposited. Finally, the crystallized sample spot 
was washed twice with 2 ;tl ofO. l 0 •0 TFA. An Applied Biosystems 
Voyager-DErn PRO Biospectrometryn• Workstation was used 
to acquire positive-ion mass spectra. Data were collected in 
reft.ectron mode at an acceleration voltage of 20 kV and an 
extraction delay time of200 ns. Spectra were internally calibrated 
using the [M (the molecular ion)+ H]+ peaks at 842.502 and 
2211.097 Da resulting from trypsin autoprotcolysis. 
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Peptide masses measured by MALDI-TOF MS were submitted 
to Peptldent (ExPASy Molecular Biology server) for searching 
against the SwissProt database or to ProFound (Proteometrics) 
for searching the NCBI (National Center for Biotechnology 
Information, U.S. National Library of Medicine Bethesda, MD, 
U.S.A.) non-redundant protein database. The mass-tolerance 
parameter for matching monoisotopic [Al+ H)+ ion masses was 
set at 30 p.p.m. Protein molecular masses were constrained to 
± 100 ~~of the measured molecular mass. and pl values were not 
restricted (0-14 pH units). A maximum of l missed trypsin 
cleavage was allowed in the search. Results were evaluated and 
prioritized based on sequence coverage and matching of the 
theoretical to the measured molecular mass and pl. 
Dot-blot analysis of the pADPr-binding domain 
The amino acid sequences of histone H4. ribonucleoprotein 60 
(R060), hnRNP Al and hnRNP A2 were searched for sequence 
homology with the pADPr-binding sequence motif given by 
Pleschke et al. [27]. Searching for thLs binding pattern was 
accomplished using the ScanProsite tool on the ExPASy Mol-
ecular Biology server. Peptides corresponding to the putative 
pADPr-binding domain of these proteins as well as alanine-
substituted peptide sequences from the original hnR:"-f P A2 were 
synthesized using ft.uoren-9-ylmcthoxycarbonyl (' Fmoc ') tech-
nology on an Applied Biosystems 433A peptide synthesizer. For 
the dot-blot analysis, the following peptides were used: 
histone H4: KRHRKVLRDNIQGITKPAIRRLARR 
R060: FKKDLKESMKCGMWGRALRKA 
hnRNP Al: REDSQRPGAHL TVKKIFVGGIK 
hnRNP A2: REESGKPGAHVTVKKLFVGGIK 
hnRNP A2 substitution # 1: 
AAAAAAPGAHVTVKKLFVGGIK 
hnRNP A2 substitution #2: 
REESGKPGAA VTVAALFVGGIA 
hnRNP A2 substitution #3: 
REESGKPAAHATAKKAFVGGIK 
hnRNP A2 substitution #4: 
REESGKPGAHVTVKKAAAAAAK 
negative control 1: CHRPLMRNQKSRDSS 
negative control 2: HEGVYIEPEARGRLC 
The dot-blot was performed essentially as described by Panzeter 
et al. [28). Peptides were dissolved in TBS-T and 2 /Lg of each 
peptide was spotted on to a 0.05 p.m nitrocellulose membrane 
(Schleicher und Schüll). The membrane was air-dried, rinsed 
three times with TBS-T and incubated for · l h at room tem-
perature (22 °C) with gentle agitation in TBS-T containing 
250 nM ''"P-labelled automodified PARP-1 or free ""P-labelled 
pADPr. It was then washed with TBS-T buffer until no radio-
activity could be detected. The membrane was subsequently air-
dried and subjected to autoradiography on Bio-Max (Kodak) 
films. 
lmmunological detection of pADPr-binding peptides 
The TBS-T washing of the membrane was followed by a l h 
incubation at room temperature with TBS-T containing 250 nM 
free non-radioactive pADPr. The membrane was rinsed three 
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times with TBS-T and incubated in PBS-MT (PBS buffer 
contai ning 5 °0 non-fat dried milk and 0. 1 °0 Tween-20) fo r 1 h. 
The anti-pADPr an tise rum 96-10(1 : 10000 in PBS-MT) (29] was 
appl ied overnight with gentle agitation a t room tem pera ture. · 
The membrane was washed severa l times with PBS-MT and 
incubated fo r 30 min with a seco ndary ant i-ra bbit a ntibody 
(l : 2500 in PBS- MT) co njugated with peroxidase (Jackso n Im-
muno Resea rch La bora tories). The membrane was washed and 
revealed usi ng the Renaissance chemilurninescence kit (NE 1 
Life Sciences, now PerkinElmer Life Sciences). One dot-blot 
control membrane was stained with SYPRon• Ruby Red stain 
(Molecula r Probes) in o rder to evaluate the unifonnity of pep-
tide retentio n on the membrane, as displa yed by the integra ted 
density value of the fluo rescence intensity on a UV-based charge-
coupled-device (CCD ) camera (Alpha Innotech Co rporation. 
Sa n Leandro. CA. U.S.A.). 
SYPRO™ Ruby Red protein blot stain 
The nitrocellulose membrane was fixed in lO 0 0 (v / v) metha no l 
a nd 7 °·0 (v / v) acetic acid fo r 15 min . The membra ne was rinsed 
three times with water and covered for 30 min. with ge ntle 
agitation . with SYPROni Ruby Protein blot stain . The blot was 
rinsed fo r 15 min with water a nd revealed using a ftuorescence-
based CC D imaging sys tem (Alpha lnnotech Corporation) . 
Expression and purification of hnRNP conserved demains 
Plasmids pG EX-Al and pG EX-A 2 were constructed by inserti ng 
the mouse hnR N P Al a nd hnR :--! P A 2 cDl'i As [30] into the 
Eco RI site of pGEX-2T. The hnRNP U P l fragment was 
produced as described in LaBranche et al. (31] and was inserted 
into the Eco R! site of pGEX-2T. pGEX-hn R:'\P A lé. RRM2 
was produced by the deletion of the BgfII - ,'vfscI fragmen t a nd 
contains a linker elemen t. hnR P Al é.RRM2 therefore lacks 
a mi no acids l 07- 17 l. but con tains instead ami no acids Ile-Ser-
Ser-Ser. The fragment hnRNP A 1-CT co ntaining amino acids 
194-319 was produced by PCR and cloned in pGEX-2T. 
Ali recombinant glutathione S- transferase (GST)-hn R:--!P 
fusi on pro teins were expressed in Escherichia coti B L2 l . Bacteri a 
were grown fo r 2-3 h a t 37 °C unt il reaching a n attenuance (D. 00 ) 
between 0.5 a nd l.O. Induction with 100 ,aM isopropyl l -thio-;J-
o-galacto pyra noside (" IPTG ") was performed fo r-+ h. Cells were 
washed wi th cold Rec- Buffer [50 mM piperazine/ HCl (pH 9.S)/ 
500 mM Na Cl / l mM DTT/ l mM EDTA / 0.5 mM PYISF/ 
1 mM be nzamidine/ baci tracin (20 mg/ ml)] a nd resuspended with 
10 ml of Rec- Buffer / 100 ml of cul ture. Lysozyme (0.4 mg/ ml) 
was added 30 min before so nicatio n. Cell s were so nicated for 
15 s and left o n ice fo r 30 s. The cycle was repea ted another three 
times. Triton X-1 00 was added to a final concen tration of l 0 ~ . 
and the mixture was incubated for 30 min a t room tempera ture 
o n a rotati ng device. A fte r a l 0 min centrifuga tion a t 12 000 g a t 
4 °C , 600 ml of GS H- Sephadex (from a 50 ° 0 slurry in Rec-
Buffer) was added to the supernatant. The mixture was incuba ted 
for 30 min at 4 °C , then ce ntrifuged 20 s a t 500 g a nd was hed 
four times with Rec- Bulfer containing 0.l 0 0 Trito n X-100 . 
GST-protei ns were eluted with 300 ml of a bu ffe r comprising 
20 rnM G SH . 200 mM piperazine. pH 9.8, l mM DTT. 1 mM 
EDT A and 500 mM Na Cl. Elu ted material was dial ysed in Buffer 
D (20 mM Hepes/ KOH (pH 7.9)/ 100 mM K Cl / 20 ° 0 (v/ v) 
gl ycero l/ 0.2 mM EDTA/ l mM DTT/ 0.5 mM P:vtSF]. A l /Lg 
po rti o n e:.ich o f recombina nt hnR Ps. co re his tones and GST-
protein was epa rated by electrophoresis o n O. 7 5-mm-thick 
SDS/ 12 " ., -polyacrylamide gel. The pro tei ns we re tra nsferred o n 
to a 0.05-/Lm-thick nitrocellulose membrane (Schleicher und 
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Schüll ). A constant voltage (125 V) was applied for 1 h to the 
system, which was cooled to 4 °C. :vtembranes were washed three 
times with TBS-T before incubation with 3 2 P- labelled auto-
modified PA RP-1. Competition assays using R1 ·A a nd NAD~ 
were a lso performed in o rder to eval uate specificity of pADPr 
binding to hn R1 Ps. A 100-fo ld excess of yeast R NA (Ambion) 
o r NA D· (Boehringer Mannheim) ove r pAD Pr was added to the 
incubation buffer. Again , the membranes were washed until no 
radioactivity could be detected in theTBS-T buffer. On occasions, 
membranes were washed under high-stringency co nditions ( l :vt 
Na Cl in TBS-T). The membranes were ai r-dried a nd subjected to 
autoradiography on Bio-Max (K odak) film s. 
RESULTS 
Identification of pADPr-bind ing proteins 
Liqu id-phase IEF followed by SOS/ PAGE was used to frac-
tionate protei ns from a He La-ce ll protein extract. Pre-
fractio na ti on by liquid-phase !EF decreases considerably the 
sample complexity pri o r to SOS/ PAGE.. Moreove r. preparative 
IEF permits much hi gher protein load than does a co nve nt ional 
two-dimensional gel. ranging up to the milligrams o f prote in. 
Twenty Rotofo r" fractions of He La-cell pro teins were collected 
ove r a n a lmost linear pH range from 2 to IO (Figure 2). Ro tofor " 
fractio ns analysed by SOS / PAGE (Figure 3) illustrate tha t most 
of the proteins do not focus in only o ne pH fraction, but rather 
spread over two o r more pH fractions with a clear enrich ment 
pa ttern in so me of these fractions. T he goa l of this two-step 
separa tion is to minimize the number of co-migrating protei ns . 
A ltho ugh MALD!-TOF MS can deal with multiple protein 
identifi;ation within a ba nd. it is des irable to obta in a single 
protei n per band. 
After t ra nsfer of the PAGE-separated proteins to a P VDF 
membrane a nd exposu re to :i 2P-l abelled automodified PA RP-1 , 
autoradiography reveals the putative pADPr-binding proteins 
(Figure 4) . On compa ri son of the very dilferent patterns obtained 
fro rn silve r-sta ined gel a nd a uto radiogra phy o btained wiLh '12 P-
labe lled auto rnodified PARP-l. o ne can observe that cellular 
pro teins do not bind the pADPr in propo rt ion to their a bundance. 
As expected , the pADPr- bind ing patte rn s obtai ned from SOS/ 
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Figure 2 pH evaluation of Rotofor 10 fracti ons harvested !rom a pH 3-1 0 
elect rofocu si ng chamber 
Poly(ADP-ribose) binding by heterogeneous nuclear ri bonucleoproteins 335 
M 








Figure 3 Silver-stained SOS/PAGE of Rotofor~ fractions 
The lrac11on numbers are ind1cated over each !ane. M 1s molecular mass. 
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Figure 4 Analysis of pADPr-binding proteins 
-~ 
Even·numbered fr actions harvested from the Rotofor~ cell were transferrea on to PVDF 
membrane. Incubat ion with 31P-automodilied PARP-1 or lree [31P)pAOPr lollowed by 
autorad1ography revea ls a bind ing-protein partern. Numbered bands were exc1seo for 
identilica11on by peptide mass lingerprin11ng. Rotolor '° fraction numbers are ind1cated over each 
tane. M 1s molecular mass. 
PAG E-separated Ro tofor'° fracti o ns using ei ther a utomodified 
PARP-t o r free pADPr a re identical (resutts not shown). Thi s 
observation ind icates that the interaction is a protein- pADPr 
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contact rather than a pro tein- protein interaction. Considering 
that mos t of the cellular pADPr is protein-bo und a nd that 
PA RP-l is the most important pAD Pr accepto r, the use of 
a uto modified PARP- l is more likel y to be representative o f the 
interaction . 
A to tal of 30 of the higher-intensity bands were eut from the 
membrane and a nal ysed by peptide mass fingerprint ing afte r 
trypsin di gestion. T he mass spectrum shown in F igure 5 is a 
tryptic digest from the ba nd number 29 (see F igu re 4) in which 
hnRN P A2/ Bl and a nnexin II co-migrated . ln this particu lar 
band, the use of recombinant hn R N P A2 showed that hnR;-.;P 
A2 is actuatt y the pADPr-binding protein, even if the rel a tive 
intensi ty of hnR P A2 peptides is considerably lower co mpa red 
with a nnexin II. There we re 15 tryptic peptides identified from 
hnR , P A2/ Bl and eight peptides from an nexin II. MALD!-
TOF MS iden ti fica tio n reveals many hn RNPs as pADPr-binding 
proteins (hnRNP A2/ Bl , hn R N P Cl / C2 , hnRN P El , hnRNP 
G , hnRN P H, hnRN P K and hnRNP M) as well as p reviously 
reported pADPr-binding proteins such as la mi ns and histones 
(T a ble l ). ote that the majo rity of these pro teins have a basic 
pl. The identity of the pro teins in o the r bands will be the subject 
of further stud y. In ge ne ral , no iden tifications were o btained 
from ba nds having a molecular mass higher tha n 90 kDa, 
probably because the higher-molecula r-mass protei ns are no t 
efficientl y transferred to the memb ra ne. M os t of the pADPr-
binding pro teins were loca lized in a single prote in band , but 
some hnR Ps co-migrated wi th o ther proteins. 
Characterization of pADPr binding on synthetic peptides by dot -
blot analysis 
In o rder to characte rize furthe r this pAD Pr affinity. we a ttempted 
to locali ze the pADPr-binding site of hn R t Ps on the basis of a 
previo usly reported pADPr-binding co nsensus seq uence (27] (see 
Figu re 6). This consensus pattern consists of ap prox. 20 amino 
acids: a N-terminal clus ter rich in basic residues (lys ine/ a rginine) 
and a C-te rmina l region containing a lte rna ting hydrophobie a nd 
basic ami no acids (F igure 6A). A sea rch with the PATTIN PROT 
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Figu re 5 Tryptic-pep ti de mass map of the proteins in band number 29 
Peplides lrorn wo proteins. nRNP A2/B1 t .!f ) and annexin Il (0 ). were oer :::·ea .1 ·~ 1 s 02nd. Trypsin autolys1s products (t) are aise lacelleo. 
Table 1 pADPr-binding proteins tram a Hela-cell extract identified by peptide mass fingerpri nting 
Bands were exc1sed lrom the membrane shOwn 1n Figure 4 
pl /molecu lar mass (Da) 
Band no. Tenranve protein 1denlllica!ion Sw1ssProt or Gè~eBan <&- 2ccess1on no. Sequence coverage (%) Theore 1cal Estimated 
hnRNP Cl /C2 (2 1solorms) P07910 
hnRNP K (2 1solorms) 007244 
8 Lamin A/C P02545 
9 Lamin A/C (second 1solorm) P02545 
16 hnRNP A2/B1 (1solorm) and Annexin Il P22626 : P07355 
20 hnRNP A2/B1 P22626 
21 His1one Hl C P16402 
22 hnRNP H P31943 
24 hnRNP G (RNA-binding mo1if protein) P38159 ( 11421-125): 
and phosphog lycerale kinase 1 P00558 (6456828) 
25 hnRNP Cl /C2 (2 1soforms) P07910 
27 hnRNP M (2 1sotorms) P522 72 
29 hnRNP A2/B1 (2 isotorms) and annexin Il P22626; P07355 
30 nnRNP C1/C2 (2 1soforms) ana hnRNP El P07910 : 01 5365 .2 3~737 ) 
(.x·CP1 ) 
tool o n the PS@ server (Network Protein Sequence !Y na lys is. 
http :// npsa-pbil.ibcp .fr / ) (32] revealed that a il of the identified 
hnR N Ps rnay co ntain such a pADPr-binding si te, it being borne 
in rnind thaL the pAD Pr-binding domain does not co nta in 
in va riant a rnino acids a t a given positio n within the co nsensus. 
Multiple sequence alignrnent o f related hnRNPs wi th the co n-
sensus seq uence reveals a closely matching pattern (F ig ure 68 ). 
T o ve rify whethe r the putative pADPr-binding domai n of 
hnR Ps does indeed bind to pADPr. a pADPr-binding dot-blo t 
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5.11 /33 299 : 5.1 0/31 966 
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8.97137 430 or 8.67136 006 : 7 56138 4 73 














a nal ysis was perfonned o n syn thetic peptides tha t displa y the 
co nsensus sequence. T he Western blot shown in Figure 7(8 ) 
clearly demonstrates tha t the puta ti ve pADPr-binding domain of 
histone H4. R060, hnRNP Al a nd hn R N P A2 rnediates pADPr 
bi nding. T he use of different approaches to characterize the 
pAD Pr-bindin g affinity of dot-blotted sy nthetic peptides results 
in a pproximately the same pa tte rn o f binding affinities. Using 
either radiolabelled a utomodified PA RP-l a nd free pADPr o r 
the immuno logica l de tection of pAD Pr wi th the 96- 10 a nt ibod y 
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hnRNP A2/BI 106- G.\HV'!VlCKLP - 115 93 
hnRNP CL'C-2 92-RGJCAGVKRSA - 1 01 86 
hnR. P El 25- VGSIIGKKG2 - 34 71 
hnR 'P G :18-GTRGPP S RGG -127 78 
-hnRl\P H 2:0- YORPGAGRGY -219 79 
hnRNP K 251- FDRMPPCR~-2 70 78 
hnRNP \-! 212-VYXVGWXKL K-221 86 
Figure 6 (A) Sequence alignment of the putative pADPr-binding sequence for closely related hnANPs corresponding Io the dol-blot pep tide synthesis and 
(B) putative pADPr-binding site and similarity with the consensus sequence for all hnANPs identified by peptide mass fingerprinting 
(A) The basic amino ac1ds (b) are lysine. arg1nine and his 1dine. and ; ~e ;iyoropr.001c arn:ro ac:os ( ) are alanine. cyste1ne. glycine. 'laline. :soleucine. leucine. meth1onine. ~r.enylalanine . 1yros1r.e 
and tryptophan. Positions ind1ca1ed by · x · can be any arnino ac.a. Pos11ions n bold a:e :o;;se:isus am1no acids common o bath sequences. The sequence ol 1he h n R ~IP A2 oeplioes mod1f1ed 
by replacemeni w1th alanine is aligned w1lh the pAOPr-binding consens s seqt:erce. S :s:.:u:eo amino ac1d positions are underscoreo tBl ne g1ven s1m1lar1ty percen açes m inose calculated 
lrom lhe PATTIN PROT algorithm [32]. 
'_/') J. J. J. ,... = = ,... =- =- ~ =- .., .., 
'J. = = 'f. 'f. 'J. 'f. ,-. ,-. :;:;; :;:;; 
z z = ,... ,... - -;;;:; -r; ~ ~ ,-.. ~ - ~ '- -=- > > - - = - --"- c ~..) N ._, -"- ~..) 
A • • • • • • • • • • 
B • • • • • 
Figure 7 pADPr-binding dot-blot analysis 
D1 fterent pep11des that comprise the putative pADPr-binding site (see the :ext) were oloneo on 
10 ni trocellulose membrane. (A) SYPRO Auby Red blol sta1n. (8) 1mmunolog1ca1 oe1ect1on of 
pAOPr-binding pep11des in 1he presence of 250 :iM au1omod1fied PARP· 1 De1ection nas 
accomplisned by using the anti-pAOPr rabb1t polyc1onal antibody 96-10 .na Wes:ern -olot assay. 
did not modify the obse rved pADPr-binding affinity . Moreover. 
the use of high -st ringency buffe rs (TBS-T with 1 M NaCI) did 
no t abolish pADPr-binding (resul ts not shown). The immuno-
logical detection of protein-bo und pADPr is presented in 
Figure 7. 
In addition, we ha ve verified by SYPRO Ruby R.:d blot 
staining that the quantity of cach peptide reta ined on the 
90 
membrane was the sa me (Figure 7A ). Uniformit y of the peptide 
reten tion on the nitrocellulose membrane allows a direct com-
parison between the pADPr-binding efficiencies of each peptide . 
To obtain the sa me amount of each peptide bound to the 
nitrocellulose membrane, we evaluated the fl.u9 resce nce intensity 
of a standardized blot stained with Sypro R uby Red. The 
integrated density value of the fluoresce nce intensity for each of 
these peptides was approximately the same_ indica ting an equal 
amo unt of peptide retained on the membrane. 
It has been proposed that the hydrophobie amino acids in the 
binding motif are necessa ry for pADPr binding, whereas 
the basic residues are less cri tical (27]. T o test this hypothesis , the 
hnRNP A2 peptide seq uence was selectivel y modified by alanine 
substitution of a il basic and hydrophobie amino acids. The 
substituted peptides a re listed in Figure 6(A). As sho wn in Figure 
7. when the N-terminal tail of the consensus seq uence is replaced 
by alanine (substitution 1), the peptide does not significantly 
decrease the binding to pADPr. Consequentl y the consensus 
co uld be localized to the hydrophobie/ basic region of the 
co nsensus without the lys ine/ a rgin ine-rich cluster at the 
termi nus. Repl acemen t by a lanine of ail the basic res idues in the 
consensus sequence (substitution 2) com pletely inhibits pADPr 
binding, as does replacing the hydrophobie residues (substitution 
3). Finally. repl acement by a la nine of the C-te rmi nal residues 
also abolishes pADPr binding. Tha t the two mos t hydrophobie 
residues of the putati ve pADPr-binding sequence (leucine and 
phenyla lanine) a re replaced with residues of much lower hydro-
phobicity could explain the co mplete loss of pADPr binding. In 
co ntrast with what has been proposed. both interspersed hyd ro-
phobie and basic ami no aci ds see m to be important in achie ving 
pA OPrbinding. Also. preliminary results with random-generated 
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Figure 8 pADPr-binding pattern of the conserved hnRNP domain 
Recombinant purified hnRNP protein constructs (1 /<QJ were separatea on SOS/12 •,.PAGE. :011owed by .ransblol on Io nitrocellulose emorane. Membranes we re s1ainea ·11th SYPRD A oy Red 
protein blot stain (A). 1ncubated w1th 250 nM 12P·automod1fleo PARP-1 in TBS-T (8). 250 ëM 32P-automodified PARP-1 w11h a oo-:old excess of NAD- (C) or 250 nM 32P-au1omodifieo PARP-
1w1lha100-fold excess of RNA (0). Lanes : 1. core nis1ones: 2. GST-~nRNP A1 t.RRM2 : 3. GST-~nRNP Al UP1 domain ; 4, GST-~nRNP Al C·terminal doma1n: 5. GST-nnRNP A2 full eng: . 
6. GST-hnRNP Al full length : 7, GST protein. 8. molecular- ass standaras (molec:i1ar 2sses a:e given 1n kDa ont e ex1reme rigno 
hnR 1 P Al mutants did not a!low us to po int out single critical 
amino acid positions within the pADPr-binding site . 
Characterization of pAOPr binding on hnRNP conserved demains 
Recombinant purified hnRN P-GST hybrid proteins were used 
in a pADPr-binding assay in order to characterize further the 
binding specificity of hnRNPs (Figure 8). A SYPRO Ruby Red 
blot stain of purified hn RNP conse rved do mains is shown in 
Figure 8(A). Recombinant hnR1 Ps constructs migrated a t 
their expected molecular mass, but some proteolysis is apparent. . ..\s 
expected. GST constructs ofh nRNP Al and hnR>!P A2 strongly 
bound pADPr (Figure 88 ). Core histones and purified GST were 
used as positive and negative control sam ples respective ly. 
Indeed . histones are strong binders of pAD Pr in this sys tem. 
while no binding is observed for the GST protein. Specific 
domains of hnR P A 1 were also expressed as a hybrid pro tei n 
with GST. No binding is observed fo r either part of the UPl or 
CT domai ns ofhn R PA 1. However, a GST construct exhibiting 
hnRNP A 1 protein with a deletion of the RRM 2 does bind to 
pADPr. This resul t revea ls that RRM 2 is not involved in pA DPr 
binding, because the complete deletion of this RRM did not 
decrease the apparent affinity. However. the UP I and CT 
domains co nstructs failed to bind pADPr. Such a result was 
expected wit h the glycine-rich CT domain, as it does not contain 
the putative pADPr-binding site. Surprisi ngl y. th e UP I domain 
construct that contains the two intact RR:vt s and the put:itive 
pADPr-binding site did not bind a ny pADPr. Apparent!)'. the 
gl ycine-rich CT domain could be requi red for adequate position 
and availability of the pADPr-binding site within the UP I 
domain . since pAD Pr-binding is resto red when hnRNP con-
structs containing both the CT domain and pADPr-binding site 
are present [full -length hnRNP A 1 and hnRNP A lè1RRM2]. 
Unfortunately. structural informatio n is not avai lable for the 
intact hn RNP Al protein. and thereforc the possible structur:il 
etfect of the CT dom ai n on pADPr-binding is not known. 
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The unchanged pADPr- bind ing affi nit y of the hnRNP A 1 
lacking a RRM 2 sequence is interes ting, because it segreg:ites 
RNA binding from pADPr binding. This observation is :ilso 
confirmed by competition assays using excess RNA or NAD-
over pADPr (Figures 88 and SC). Exactly the same binding 
pattern and intensity was observed , indicating that there is no 
change in pADPr-binding affi nity. T hese interactions are ve ry 
specific, because they are observed under physio logical or high-
stringency conditions ( I M NaCI) . Moreove r. the inability of 
competiti ve RNA or NAD- to affect the binding efficiency is a lso 
a stro ng indication that pADPr binding to hnR:---l Ps is a spec ific 
process. 
DISCUSSION 
Using a proteomic approach. we have identified a new family of 
proteins that bind to pADPr. namel y hnRNPs. Prasad et al. (33] 
have previously reported the ADP-ribosylation of hn R P Al 
and hnR P A2/ 81. At that rime , it was impossible to determine 
whe ther these hnR r Ps were modified by single or multiple 
covalently linked ADP-ribose units. [n view of ou r results it is 
clear. however, tha t hnRN Ps can esta blish a strong non-co va lent 
link wi th pADPr. We demo nstrate Co r the first time that hnR . ' Ps 
have specific affinity to pAD Pr res ulting from a non-cov:i lent 
interaction mediated by a co nsens us mo ti f within the amino 
acids sequence. Although the function of non-cova lent interac-
tions between free pADPr and proteins is poo rly understood, it 
has been demonstra ted that non-cova lent interactio ns between 
the pADPr nuclear proteins such as p53 and histones are ve ry 
sta ble and could modify the functiona l propenies of these a nd 
other proteins in li vi ng cells (34--36] . Thereforc. thesc prcvious 
results substantiate o ur finding that hnR. Ps are specific non-
covalen t pADPr binder . 
The interacti on bctween hnR NPs and pADPr co ul d play 
several cellular functional ro les. Gi ve n the fac t that poly( ADP-
Poly(ADP-ribose) binding by heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 339 
ribosyl)ation is an early response to DNA damage, the affinity of 
hnRNPs to pADPr, which plays important roles ·in RNA 
maturation and translocation, is intriguing. For instance, the 
interaction of hnRNPs with pADPr could be a mechanism for 
controlling RNA maturation, because hnRNPs are involved in 
RNA splicing (8). 
PARP-1 translocation to the nucleoplasm during DNA dam-
age and apoptosis (37,38] could affect RNA maturation through 
the interaction of automodified PARP-1 with hnRNPs. The 
interaction proposed with PARP-1 is consistent with the nuclear 
distribution of hnRNPs. The previous finding that hnRNP Al is 
specifically cleaved by caspase-3 proteases also supports the Iink 
between hnRNPs and apoptosis events [19). 
PARP-1 has been shown to be involved in DNA damage 
signalling through its interaction with p53, p2 l and other proteins 
[39). Indeed, PARP-1-1- cells are extremely sensitive to y-
irradiation (40). Part of this signalling mechanism could be the 
retention of hnRNPs in the nucleus during the peak of pADPr 
synthesis by PARP-1 in response to DNA-damaging agents. 
Thus, pADPr synthesis could affect cytoplasmic shuttling during 
apoptosis and DNA damage. Also, because there is a very large 
increase of pADPr levels during apoptosis. hnRNP packaging 
and transport out of the nucleus could be alfected by pADPr 
binding. 
We hope that our results will provide important insights into 
the potential modulation role that pADPr binding to hnRNPs 
may play in mRNA processing and trafficking into the cell. 
especially during apoptosis-related cellular events. 
This work was supported by the Canadian lnstitute of Health Research. We thank 
Isabelle Kelly for peptide synthesis. We also thank Dr :rie Winstall for informative 
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